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APRESENTACAO

O livro de “Biociéncia Animal” une varias abordagens da utilizacdo do animal
para desenvolver o bem-estar humano, ciéncia animal e seguranca alimentar. E um
livro versatil que tem 7 capitulos e varios colaboradores especializados na area da
ciéncia animal.

Sao abordados em seus capitulos assuntos como equoterapia, métodos
alternativos para conservacédo de pecas anatOmicas, acdo da melatonina e do
estrogeno sobre o crescimento do tumor e métodos de avaliacdo da qualidade de
carne moida além de outros temas.

A equoterapia, € um método terapéutico que utiliza o cavalo dentro de uma
abordagem interdisciplinar nas areas de saude, educacéo e equitacdo, buscando
o desenvolvimento biopsicossocial de pessoas com deficiéncia e/ou com
necessidades especiais alcangando excelentes resultados no desenvolvimento da
psicomotricidade e incluséo de jovens com necessidades especiais.

A busca por alternativas ao formol é fundamental para diminuir 0 seu uso, visto
gue € uma substancia tdxica para o ser humano. Um olhar sobre alternativas para
entender o processo mitdtico que leva o crescimento dos tumores faz desse capitulo
uma fonte para verificar a influéncia da melatonina e estrdgeno no crescimento
desse tumor.

O crescimento populacional e a necessidade por alimentos que atendam a
crescente demanda, imprime o uso de alternativas alimentares na produg¢ao animal.
Nesse contexto, o estudo do uso da silagem de grao umido de milho na alimentag¢éao
de bovinos de corte torna-se assunto fundamental para o avanco da capacidade
produtiva dos animais e rentabilidade do setor, principalmente nos confinamentos.

Um pais de mais de 210 milhdes de habitantes, com uma demanda crescente
por produtos de origem animal, requer um olhar preciso sobre os caminhos da
producdo dos produtos de origem animal. O capitulo métodos de avaliacdo da
qualidade de carne moida langca um olhar a microbiologia e aos aspectos fisico-
quimicos desse produto tao utilizado na cozinha brasileira

Este livro é destinado a promover fonte de ensino para os estudantes da
ciéncia animal, apresentando uma abordagem eficiente sobre temas relevantes
nessa area e enriquecendo em conhecimentos os que minuciosamente estudarem

seus capitulos.

Alécio Matos Pereira
Tairon Pannunzio Dias e Silva

Sara Silva Reis
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RESUMO: A Equoterapia, conforme a
Associagcao Nacional de Equoterapia (ANDE-
Brasil), € um método terapéutico que utiliza o
cavalo dentro de uma abordagem interdisciplinar
nas areas de saude, educacédo e equitacéo,
buscando o desenvolvimento biopsicossocial de
pessoas com deficiéncia e/ou com necessidades
Essa terapia é um

especiais. importante

instrumento utilizado por profissionais da
saude e educacgao para alcancarem objetivos
terapéuticos e educacionais. Com a intencéo
de levar a Equoterapia a um numero maior de
pessoas, estudantes, técnicos administrativos e
professores do Instituto de Ciéncias Agrarias da
Universidade FederaldosValesdoJequitinhonha

e Mucuri (UFVJM), se propuseram a otimizar

Biociéncia Animal

EQUOTERAPIA”

o trabalho ja existente no municipio de Unai,
criado pela Associacéo de Pais e Amigos dos
Excepcionais (APAE-Unai).
na APAE- Unai teve inicio em 2007, em uma

A Equoterapia

chacara localizada num bairro afastado da
cidade, o que dificultava o acesso de muitos
praticantes. Em 2017, ap6s um longo periodo
de busca por doacdes, realizagdo de eventos
para aquisicdo dos materiais necessarios para
a execucado do projeto, capacitagdo junto a
ANDE-Brasil, orientagc&o dos envolvidos quanto
ao cuidado animal, o projeto, em parceria
com a APAE-Unai, foi implantado no Instituto
de Ciéncias Agrarias da UFVJM em Unai.
Permitindo o acesso de mais praticantes.
PALAVRAS-CHAVE: terapia, desenvolvimento
biopsicossocial, interdisciplinar

“ANEW LOOK ON FOUR LEGS: EQUINE
THERAPY”

ABSTRACT: Equotherapy, according to the
National Association of Equine Therapy (ANDE-
Brazil), is a therapeutic method that uses the
horse within an interdisciplinary approach in the
areas of health, education and riding, seeking
the biopsychosocial development of people
with disabilities and / or needs special. This
therapy is an important tool to be used by health
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and education professionals to achieve therapeutic and educational goals. With the
intention of bringing the Therapy to a greater number of people, students, administrative
technicians and professors of the Institute of Agrarian Sciences of the Federal University
of the Jequitinhonha and Mucuri Valleys (UFVJM), proposed to optimize the existing
Equine Therapy work in the municipality of Unai, created by the Association of Parents
and Friends of the Exceptional (APAE-Unai). Equine therapy at APAE-Unai began in
2007, in a farm located in a neighborhood away from the city, which made it difficult
for many patients to access. In 2017, after a long period of fundraising, the search for
donations, the realization of events to acquire the necessary materials for the execution
of the project, training of staff with ANDE-Brasil, orientation of those involved in animal
care, in partnership with APAE-Unai, was implemented at the Institute of Agricultural
Sciences of UFVJM in Unai. This allowed the access of more practitioners.
KEYWORDS: therapy, biopsychosocial development, interdisciplinary

INTRODUGCAO

A Equoterapia é um método terapéutico e educacional que utiliza o cavalo
dentro de uma abordagem interdisciplinar nas areas de saude, educacao e equitacéo,
buscando o desenvolvimento biopsicossocial de pessoas portadoras de deficiéncia
e/ou com necessidades especiais (ANDE-Brasil, 2017). Atualmente, a Equoterapia
€ considerada uma técnica de auxilio a terapia convencional e € praticada em mais
de trinta paises, tendo sido reconhecida cientificamente pelo Conselho Federal de
Medicina (CFM), em Sesséao Plenéria de 09 de abril de 1997(ANDE-Brasil, 2017).

O cavalo é empregado como agente promotor de ganhos a nivel fisico e psiquico,
uma vez que a utilizagdo do cavalo, como instrumento terapéutico proporciona um
movimento que € tridimensional, variavel, ritmico e repetitivo. Esta atividade exige
a participacao do corpo inteiro, contribuindo, assim, para o desenvolvimento da
forca muscular, relaxamento, conscientizagdo do proprio corpo e aperfeicoamento
da coordenacgao motora e do equilibrio (CALAIS-GERMAIN, 1991).

Nao existe uma raca de cavalos especifica para ser usado na equoterapia.
O importante é que o animal possua os trés andamentos regulares: passo, trote e
galope, sendo o passo a andadura mais utilizada na equoterapia. Ao passo o cavalo
realiza um movimento tridimensional exatamente idéntico ao andar do ser humano
(ALVES, 2009). E por ter exatamente esse tipo de movimento, sé ele é capaz de
proporcionar uma reabilitacdo das pessoas com necessidades especiais. Segundo
Régo (1999), ao deslocar-se durante o passo, o cavalo produz movimentos em
seu dorso que sédo transmitidos ao cavaleiro ocorrendo deslocamentos continuos,
tridimensionalmente, esse movimento € caracterizado por movimentos para cima e
para baixo no plano vertical; para a direita e para a esquerda no plano horizontal,

Biociéncia Animal Capitulo 1




segundo o eixo transversal do cavalo e para frente e para tras segundo o0 seu eixo
longitudinal.

No decorrer do passo, 0 cavalo desloca o pescog¢o para baixo e para cima.
A base do pescog¢o, onde se apoia a sela, descreve um movimento de baixo para
cima, movendo-se alternadamente a esquerda, quando o cavalo descansa o
membro anterior esquerdo, e a direita, quando o faz com o membro anterior direito.
Sendo assim, o praticante sofre trés forcas distintas sobre o cavalo: denominada
de movimento tridimensional, proporciona ao praticante uma adaptacao ao ritmo
do passo do cavalo, exigindo contracao e descontracao simultaneas dos musculos
agonistas e antagonistas, determinando um ajuste ténico da musculatura para
manutencdo da postura e do equilibrio (Lermontov, 2004). A acdo cinética e
dindmica realizada pelo cavalo exige do praticante movimentos de antecipacéo,
orientacdo e adaptacdo que envolvem o sistema nervoso a nivel neuromotor e
neuropsiquico, sendo a equoterapia considerada um conjunto de técnicas de
reeducacao e reabilitativas que atuam para superar danos sensoriais € motores,
cognitivos e comportamentais (SENATOR, 1939). Os praticantes com necessidades
especiais encontram nessa pratica a possibilidade de desenvolverem o equilibrio, a
coordenacao e o aprimoramento da forca muscular, além da satisfacao que o ato de
cavalgar propicia no praticante em virtude da interacdo com o animal. A equoterapia
também pode usar o cavalo para o desenvolvimento pedagégico, em praticantes
gue contam com alguma autonomia, a fim de Ihes valorizar a autoseguranca.

Entre os efeitos terapéuticos que podem ser alcancados com a pratica,
podemos citar:

- Melhoramento da relagdo com a valorizacdao plena do individuo a cavalo
(comunicacgéo, autocontrole, autoconfianga, atencéo);

- Melhoramento da psicomotricidade com a melhora do tbnus (mobilizagao
das articulagdes da coluna e do quadril, facilitando o equilibrio e da postura do
tronco ereto, favorecimento da obtencao de lateralidade, melhora da percepg¢éo do
esquema corporal,;

- Favorece a referéncia de espagco e de tempo, permite que se trabalhe a
coordenacéo e dissociacdo de movimentos, facilita a precisédo do gesto, permite
melhor conhecimento de posicdes de seu corpo e do corpo do cavalo, permite a
integracao do gesto para compreensao de uma ordem recebida ou por imitacdo);

- Melhoramento de natureza técnica (facilitando as aprendizagens de cuidados
com os cavalos, facilitando o aprendizado das técnicas de equitagdo, como conducéao
do animal em vérias velocidades, manejo e até pequenos saltos, para alguns
praticantes); e melhoramento da socializagéo (integragdo de individuos com danos
cognitivos ou corporais com os demais praticantes e com a equipe multidisciplinar).

Conforme Spink (1993), o animal atua ndo apenas como um espelho, onde sao
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projetadas asdificuldades, progressos e vitorias, mas também como um novo estimulo
gue propicia novas percepgdes e vivéncias, atribuicdo de novos significados. Por
meio da relagcdo com o cavalo, a crianga pode aprender a controlar suas emocoes
iniciais, como o medo, enfrentando o desafio de monta-lo e, sentada numa posi¢ao
superior, direciona-lo. Cavalgar um animal docil, porém de porte avantajado, leva o
praticante a experimentar sentimentos de liberdade, independéncia e capacidade:
sentimentos esses importantes para a aquisicdo da autoconfianga, realizacéo e
autoestima. Portanto, a interagdo com o cavalo, incluindo os primeiros contatos,
os cuidados preliminares, o ato de montar e 0 manuseio final desenvolvem, ainda,
novas formas de socializacéo, autoconfianca e autoestima (PIEROBON, 2011).

O projeto tinha por objetivo ampliar o numero de pessoas atendidas por
esta terapia que proporciona através do cavalo, melhores condi¢cdes de vida aos
praticantes com necessidades especiais em tratamento na APAE- Unai, auxiliando
no desenvolvimento de suas potencialidades, respeitando seus limites e visando sua
integracéo na sociedade, determinando beneficios fisicos, psicoldgicos, educativos
e sociais, em muitos casos tornando-os cada vez mais independentes em suas
atividades de vida diaria. Além de integrar nossos discentes, técnicos e docentes
do Campus Unai em atividades técnico-social permitindo seu desenvolvimento
académico e seu desenvolvimento como cidadao de bem, promovendo a interacéo
da comunidade universitaria com a comunidade externa, reduzindo seus problemas
e dificuldades num intercambio de conhecimentos, saberes e experiéncias.
Permitindo aos nossos discentes exercer a cidadania plena com responsabilidade

e inclusao social.

METODOS

O projeto conta com um bolsista e 15 discentes voluntarios, trés docentes e
dois técnicos administrativo da UFVJM, que atuam no manejo sanitario e nutricional
dos equinos, além de auxiliarem nos dias de terapia preparando e conduzindo os
cavalos e um fisioterapeuta, terapeutas ocupacionais, psicélogos e neurologista da
APAE, que selecionavam e instituiam a terapia aos praticantes de equoterapia.

Contavamos com trés equideos para a terapia. Os animais precisavam ter
temperamento adequadamente docil, ndo podendo se assustar com facilidade.
Além de apresentarem o andamento marchado. Foi avaliado a sanidade e elaborado
uma dieta adequada ao tipo de trabalho. Estes animais foram acompanhados por
Médicos Veterinario e Zootecnistas de forma a otimizar seu trabalho. Porém apds
as avaliagdes de temperamento e estrutura foi verificado que apenas um animal era

adequado a desempenhar o trabalho proposto.
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A rampa para montaria de praticantes com necessidades especiais e a pista
de terapia foi construida no campus provisério da UFVJM, o que facilitou o acesso
para tratamento dos praticantes, uma vez que o transporte adaptado era muito
limitado, e como o Campus esté localizado ao lado das instalagdes da APAE facilitou
o trabalho dos técnicos. O cavalo era trazido ao campus nos dias de tratamento e
apos a terapia retornava ao local de origem. Com esse processo estava deixando o
cavalo muito cansado, construimos um alojamento para ele (figura 01).

Alguns membros da equipe do projeto participaram de cursos de capacitacao
junto a ANDE - Brasil (Associacdo Nacional de Equoterapia), para adquirir e
aprimorar os conhecimentos sobre o assunto e desta forma desenvolver um melhor
trabalho.

Foram elaborados trabalhos relativos a comportamento e bem-estar animal e
outros para avaliacdo das pastagens mais adequadas a alimentacédo dos cavalos
destinados ao trabalho de equoterapia.

Era feito diversas atividades (didaticas, psicomotoras e aproximacao) para
inteiraca@o entre cavalo e praticante (figuras 02, 03, 04), foi elaborado instrumentos
individuais, que pudessem facilitar e dar mais seguranca a alguns praticantes (figura
05), foi feito prontuarios, para que pudéssemos transcrever a evolugcao de cada
praticante, atividades realizadas, limita¢des, local de origem e tempo de tratamento.

O estudante de graduagado, sempre monitorado por um profissional, ajudava
na afericdo do estado de saude, manutencao e cuidados adequados a este cavalo,
profissional este, familiarizado com a rotina de manejo com cavalos.

Para um melhor insercdo do aluno nas sessbes de equoterapia, fizeram
cursos de capacitacao, o que era imprescindivel para proporcionar maior seguranca
aos praticantes e um importante apoio a equipe multidisciplinar. Os estudantes
participaram de aulas e palestras, as quais abordavam temas de equinocultura e
equoterapia para um melhor empenho nos cuidados e manejo com os cavalos.

RESULTADOS

A APAE de Unai, como entidade filantropica atendia com a equoterapia cerca
de 10 praticantes mensalmente, de uma demanda semanal de 30 praticantes
candidatos a estaterapia. Em 2016 o projeto registrado sob o numero 100.2.155.2016
na PROEX da UFVJM, foi implantado no Campus provisério da UFVJM em
Unai, apesar de possuirem um rancho, que fica a 15 Km da cidade, havia um
problema para organizar a logistica de transporte destes praticantes que possuiam
necessidades especiais, ao local que era executada a terapia, determinando muitas
faltas consequentemente descontinuidade da terapia. Com a implantacao da pista
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de equoterapia nas instalacbes da UFVJM, conseguimos reduzir drasticamente as
faltas mantendo uma frequéncia de tratamento maior, pois as instalagdes atuais
ficam a 50m do portdo da APAE-Unai. O numero de praticantes tratados passou de
5/semana para 20/semana. Tornando a manutencdo do projeto bastante relevante
para os praticantes da APAE. E reduzindo a fila que se formava para aguardar vaga
nesta terapia.

Os discente da UFVJM integraram-se a equipe de profissionais da APAE,
0s quais cuidavam da salde do praticantes com necessidades especiais. Essa
integracédo permitiu que o discente desenvolvesse espirito de equipe e com isso
ajudou na preparacéo para enfrentar muitas situacdes na qual ele seja solicitado
posteriormente em sua vida profissional. O contato do estudante com o animal e os
praticantes contribuiu para uma sélida formacgao pessoal e emocional, estimulando-o

a pensar no préximo e na humanidade com parte de si mesmo.

CONCLUSOES

Aimplantacéao da equoterapia ajuda na melhora da qualidade de vida e incluséo
social dos praticantes com necessidades especiais, a instalacdo em local de facil
acesso amplia o numero de praticantes e contribui para assiduidade e continuidade
do tratamento dos pacientes da APAE-Unai. O trabalho social também capacita os
docentes, discentes e técnicos da UFVJM, ajudando na formacdo de carater, no
desenvolvimento do sentimento de solidariedade e na solidificagdo do altruismo.

FOTOS

Figura 01: Os discentes juntamente com técnicos e docentes construiram a baia e a pista de
equoterapia da UFVJM/ICA.
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Figura 03: exercicios de desenvolvimento do equilibrio.
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Figura 05: instrumentos de adaptagéo para faciliar a montaria.
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RESUMO: O objetivo deste estudo foi
avaliar acdo da melatonina e do estroégeno
sobre o crescimento tumoral e sobrevida de
Camundongos Swiss implantados com tumor

Biociéncia Animal

CAMUNDONGOS SWISS

de Ehrlich. Foram utilizados 56 camundongos
fémeas Swiss (Mus musculus), de 60 dias de
idade, divididas em sete grupos experimentais
(n = 8 animais/grupo): A- Pinealectomizados
tratados com estrogeno e melatonina; B- Sham-
pinealectomizados tratados com estrdgeno
e melatonina; C- Pinealectomizados tratados
com estrégeno; D- Sham-pinealectomizados
tratados com estrogeno; E- Pinealectomizados
tratados com veiculo do estrégeno; F- Sham-
tratados veiculo

pinealectomizados com

do estrogeno; G- Controle.  Os animais
pinealectomizados e tratados com estrdgeno
apresentaram maior taxa de crescimento
tumoral e os animais sham-pinealectomizados
tratados com estrogeno e melatonina
exibiram uma maior percentagem de inibicao
tumoral. A sobrevida foi menor nos grupos
pinealectomizados e tratados com estrogeno.

PALAVRAS-CHAVE: Estrogeno, melatonina,

pinealectomia, sobrevida, tumor.

MELATONIN AND ESTROGEN ACTION
ON TUMOR GROWTH OF SWISS MICE
IMPLANTED WITH EHRLICH TUMOR

ABSTRACT: The aim of this study was to
evaluate the melatonin and estrogen action
on tumor growth and survival of Swiss mice

Capitulo 2




implanted with Ehrlich tumor. We used 56 female Swiss mice (Mus musculus), 60
days of age, divided into seven experimental groups (n = 8 animals/group): A-
Estrogen and melatonin treated pinealectomized; B- Estrogen and melatonin treated
sham-pinealectomized; C- Estrogen treated pinealectomized; D- Estrogen treated
Sham-Pinealectomized; E- Estrogen vehicle treated pinealectomized; F- Estrogen
vehicle treated sham-pinealectomized; G- Control. Estrogen treated pinealectomized
animals had a higher tumor growth rate, and estrogen and melatonin treated sham-
pinealectomized animals exhibited a higher percentage of tumor inhibition. Survival
was lower in pinealectomized and estrogen treated groups.

KEYWORDS: Estrogen, melatonin, pinealectomy, survival, tumor.

11 INTRODUCAO

O cancerde mama é o segundo tipo de neoplasia mais comum entre as mulheres
em todo o mundo (INCA, 2014). A etiologia do tumor mamario é multifatorial, com a
participacéo de fatores genéticos, ambientais, nutricionais e hormonais (SALAZAR
et al., 2016). A forma como diferentes hormdénios atuam estimulando ou inibindo o
processo de crescimento tumoral tem sido estudada, buscando-se compreender
a interacéo entre estes e suas implicagcbes para o metabolismo celular. Dentre os
horménios que interferem na dindmica do crescimento tumoral estdo o estrégeno
(LEI et al., 2019) e a melatonina (SU et al., 2017).

Nos ultimos anos, tém-se empregado o tratamento hormonal a base de
estrégeno como método de prevencao, visando o controle populacional. (BORGES;
TORRESAN, 2018). A utilizacado de terapia hormonal com fins contraceptivos ou
em casos de dismenorreia, irregularidades do ciclo menstrual, gravidez ectopica,
inflamacao pélvica, entre outros, provocam predisposicdo ao aparecimento de
neoplasia mamaria (MORCH et al., 2017).

A melatonina, ao contrario do estrogeno, inibe o crescimento e proliferacao
de células cancerigenas, além de reduzir a incidéncia de metastase (BORIN et
al., 2016) e a génese tumoral, limitando danos no DNA, que precede a mutagcao
necessaria para o desenvolvimento do tumor (LIU et al., 2013).

Em virtude de similaridades bioldgicas com as neoplasias mamarias humanas,
o tumor de Ehrlich tem despertado o interesse de pesquisadores para emprega-
lo como modelo comparativo para o estudo desta patologia. A vantagem de
estudar o carcinoma de Ehrlich esta no conhecimento prévio da quantidade e das
caracteristicas iniciais das células tumorais, na alta capacidade de transplante e no
desenvolvimento rapido da neoplasia que restringe o tempo de estudo (KABEL et
al., 2013). O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo da melatonina e do estrégeno
sobre o crescimento tumoral e sobrevida de Camundongos Swiss implantados com

Biociéncia Animal Capitulo 2




tumor de Ehrlich.

2| MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido ao comité de ética em pesquisa animal da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e aprovado sob o numero 016921/2012.

Foram utilizados 56 camundongos fémeas Swiss (Mus musculus), de 60 dias
de idade, alojadas em caixas padronizadas para a espécie e mantidos em condicdes
ambientais (22+1°C e UR 50%), sob um programa de luz continuo de 12h/dia, com
agua e alimentacao ad libitum. Os animais foram distribuidos em sete tratamentos

com n=8 por unidade experimental (Tab. 1).

Tratamento Pinealectomizados Sham-pinealectomizados
Estrogeno e Melatonina A B
Estrégeno C D
Veiculo do Estrégeno E F
Controle G

Tabela 1. Tratamento dos grupos experimentais.

A pinealectomia foi realizada segundo o método preconizado por Maganhin et
al. (2009). Para eliminar falsos resultados, 0 mesmo procedimento foi realizado nos
animais do grupo Sham, mas sem a retirada da gléandula pineal.

A melatonina foi administrada durante 60 dias anteriores a implantacdo do
tumor e 12 dias ap6s o implante tumoral, na dose de 2 ug/g de peso corporal, entre
o periodo das 18:00 as 19:00 horas (PRATA-LIMA; BARACAT; SIMOES, 2004), por
via subcutédnea. A melatonina cristalina (Sigma Chemical Co, Et. Louis, Mo., USA)
foi dissolvida em 0,1mL de NaCl contendo 5% de etanol. O grupo controle recebeu
inoculacdes diarias de 0,1mL do veiculo por via subcutanea (REDINS; REDINS;
NOVAES, 2000).

O benzoato de estradiol foi administrado durante o0 mesmo tempo que a
melatonina, por via subcutanea, na dose de 20 ug/kg. A solugdo de benzoato de
estradiol foi preparada dissolvendo-se o produto em 6leo de amendoim estéril, que
€ o veiculo original do produto, de tal forma que a dosagem ficou contida em 0,1mL
da solucao (VICELLI; GURGEL; ALVARENGA, 2006).

A aplicacdo das células tumorais nos grupos experimentais procedeu-se ao
60° dia de experimento. Os animais receberam uma injecao subcutanea na regiao
axilar direita de 0,05 mL da suspenséo celular, contendo 2,5 x 108 células tumorais
eluidas em solucéao de Ringer pH 7,4 (DAGLI, 1989).
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Foram realizadas medidas diarias dos didametros da projecao superficial externa
do tumor a partir do quinto dia ap6s a inoculagao das células tumorais, com auxilio
de paquimetro. O volume do tumor foi estimado pela formula V = 4/3. 1. (R,.R,.R,),
onde R1, R2 e R3 sao os raios do tumor em seus trés planos perpendiculares
(BOURSOT et al., 2009). Em cada tratamento foi obtida a fun¢cdo que descreve a
variacao do volume do tumor Ehrlich em funcao do tempo, determinando-se a razao
entre os coeficientes angulares de cada equacgao obtida. Para a determinacéo da
taxa de variacéo infinitesimal do volume do tumor de Ehrlich em fun¢édo do tempo,
foi determinada a derivada primeira de cada funcdo matematica, comparando-se
dois momentos distintos de desenvolvimento do tumor, um no primeiro dia apo6s
confirmagao do inicio de crescimento do tumor na forma soélida, e um segundo ponto
ao décimo segundo dia; sendo a variacdo média da velocidade de crescimento do
tumor obtida para este intervalo temporal.

As diferencas estatisticas foram determinadas mediante aplicacédo do teste
estatistico t de Student, considerando-se um nivel descritivo equivalente a um valor
de p < 0,05. O percentual de inibicdo tumoral também foi calculado tomando-se
como referéncia a média da massa dos tumores de Ehrlich em cada grupo, avaliada
no 12° dia do inicio do acompanhamento, empregando-se a equacéao 1% = (C - T)/C
x 100 proposta por Sousa et al. (2010), onde C = peso médio dos tumores dos
grupos controle; T= peso médio dos tumores dos grupos tratados.

Para a determinacao da sobrevida, os animais dos grupos experimentais foram
observados diariamente, ap6s ainoculagéo do tumor de Ehrlich, durante o periodo de
12 dias. A partir desse monitoramento, foi realizado o registro da mortalidade diaria
e posteriormente calculada a taxa e a percentagem média de sobrevida (QURESHI
et al., 2001). A avaliacdo estatistica desse parametro foi realizada aplicando-se
o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da distribuicdo dos
dados obtidos (p > 10%). Para os dados com distribuicdo gaussiana realizou-se
uma ANOVA e um teste post-hoc de Tukey (a = 5%). Os dados com distribuicdo nao
gaussiana foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn (a =
5%).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O tumor de Ehrlich desenvolveu-se de forma caracteristica conforme o tipo
de tratamento empregado, como pode ser observado na figura 1. Para uma melhor
analise obteve-se os parédmetros de regressao das fungcbes matematicas que
descreviam a variacao de volume do tumor de Ehrlich ao longo do tempo, cujos
dados podem ser visualizados na tabela 2.

Nesta tabela verificamos que em todos os tratamentos a variagcao de
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crescimento do tumor de Ehrlich pode ser descrita por uma fungédo dotipoy=a.In
X + b, onde “y” representa o volume do tumor (cm?), “a” o coeficiente angular (cm?/
dia), “b” o coeficiente linear (cm?3) e “x” um determinado tempo de desenvolvimento
(dias), obtendo-se para todos os tratamentos um coeficiente de determinagao R2
> 0,85, que por sua vez sinaliza uma boa descricdo matematica, por meio da qual
verificou-se que a razao entre o coeficiente angular obtido para cada tratamento em
relacdo ao coeficiente angular obtido para o grupo controle, foi afetada por alguns

tratamentos de forma significativa.
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Figura 1. Comportamento do crescimento tumoral do 6° ao 12° ap6s o implante do tumor.
A- Pinealectomizado tratado com estr6geno e melatonina. B- Sham-pinealectomizado
tratado com estrogeno e melatonina. C- Pinealectomizado tratado com estrogeno. D- Sham-
pinealectomizado tratado com estrogeno. E- Pinealectomizado tratado com o veiculo do
estroégeno. F- Sham-pinealectomizado tratado com o veiculo do estrogeno. G- Controle.

Os animais pertencentes ao grupo A apresentaram um aumento significativo
na velocidade de variacdo de volume do tumor em relagdo aos animais do grupo
controle, em cerca de 66+33%. Entretanto, nesta mesma tabela 2 pode-se verificar
que animais Grupo B ndo exibiram aumento da velocidade de variacdo de volume
tumoral em periodo similar de desenvolvimento, mostrando um comportamento
similar aquele observado em relagcéo ao grupo controle, para um valor de p < 0,05.

Vale, entretanto, salientar que a velocidade de variagdo de volume do tumor
de Ehrlich apresentada pelos animais do grupo A foi superior estatisticamente
(t=2,118) em relacéo a velocidade de variagcéo de volume apresentada pelos animais
do grupo B. Estes dados sugerem que a pinealectomia contribuiu para o aumento
do crescimento do tumor de Ehrlich. Pode-se verificar que o grupo C apresentou
um aumento significativo na velocidade de crescimento tumoral, de 129 + 31% em
relacdo ao grupo controle, grupo D (1=5,270), e ao grupo E (t=4,220), considerando-
se um valor de p < 0,05. E importante ainda mencionar que tanto o grupo D como o
grupo E apresentou um aumento significativo na velocidade de crescimento tumoral

de 47+ 25% e de 64+30% respectivamente, em relagdo aos animais do grupo
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controle, para um valor de p < 0,05.

Grupo a (-)b R? Razao Valores de t

A 7,30 £ 1,82 12,04 4,18 0,93 1,66+0,33 2,224*
B 5,77 +1,39 9,79 + 2,37 0,90 1,31+0,33 1,077
C 10,06 +2,24 16,19 + 3,86 0,91 2,29+0,31 4,609*
D 6,45+ 0,84 10,75 +1,16 0,91 1,47+0,25 2,054*
E 7,21 £1,51 11,98 + 2,53 0,92 1,64+0,30 2,357*
F 5,61 +1,79 9,42 + 3,15 0,88 1,28+0,39 0,797
G 4,40 + 0,96 7,35 +1,51 0,91 1,00+0 -

Tabela 2. Valores médios dos parametros de regressao das fungbes matematicas que
descrevem a variagdo temporal do volume do tumor de Ehrlich em camundongos sob diferentes
condi¢bes de tratamento. Uma comparacgéao estatistica da Razao entre os respectivos
coeficientes angulares em relagdo ao grupo controle.

A- Pinealectomizado tratado com estrogeno e melatonina. B- Sham-pinealectomizado tratado com estroégeno
e melatonina. C- Pinealectomizado tratado com estrégeno. D- Sham-pinealectomizado tratado com estrégeno.
E- Pinealectomizado tratado com o veiculo do estrogeno. F- Sham-pinealectomizado tratado com o veiculo do
estrogeno. G- Controle. Coeficiente angular “a”, Coeficiente linear “b”, Coeficiente de determinacao “R?’, teste t
de Student para as razbes entre os coeficientes angulares em relagéo ao grupo controle . * diferenca significativa
para um valor de p < 0,05, considerando-se um valor critico t = 1,761 (14 gl.).

Estes dados sugerem que a pinealectomia contribui para a velocidade de
variacdo volume do tumor de Ehrlich, em animais tratados somente com estrégeno,
e que este efeito foi bem mais pronunciado do que em relacdo aos animais
pinealectomizados tratados com estrogeno e melatonina (Grupo A), 0 que sugere
um efeito de contencédo de crescimento do tumor protagonizado pela melatonina. E
interessante também destacar que em animais pinealectomizados, os componentes
do veiculo do estrégeno foram suficientes para promover crescimento do tumor
em relacdo aos animais sham pinealectomizados tratados com veiculo (Grupo F)
(t=2,091 contra t critico = 1,761 para 14gl), para um valor de p < 0,05.

A remocao da glandula pineal parece contribuir para a mobilizacdo de fatores
que estimulam o crescimento do tumor de Ehrlich, principalmente em presenca de
estrégeno (Grupo C). Mas, o tratamento prévio dos animais com melatonina evitou o
crescimento do tumor em animais sham pinealectomizados tratados com o estrégeno
(Grupo B), no entanto nao evitou o crescimento do tumor quando os animais eram
pinealectomizados e recebiam também o estrégeno (Grupo A). Em outras palavras,
a melatonina exdgena conseguiu evitar as transformacdes bioquimicas endbgenas
protagonizadas pela presenca de estrdgeno, mas nao conseguiu realizar este efeito
com a mesma eficiéncia quando os animais tratados com estrégeno néo possuiam
a glandula pineal, denunciando a importancia da participacdo dos componentes
deste tecido glandular, em especial a melatonina enddgena, sobre o controle do
desenvolvimento do tumor de Ehrlich.

Ali; ElI-Domeiri; Gupta (1973), ja haviam demonstrado que a pinealectomia
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promovia o desenvolvimento de determinadas linhagens de tumores, especialmente
o desenvolvimento de melanoma em hamsters, atribuindo este efeito a diminuicéao
dos niveis de melatonina enddégena, em até 80%.

A melatonina produzida pela pineal tem uma importante participacdo nos
mecanismos que regulam os ritmos enddgenos de atividade metabdlica, podendo
ter papel decisivo na no retardo da progressao do cancer através da inibicao
da proliferacado de células tumorais (BORIN et al., 2016), além de participar na
regulacdo de genes envolvidos em vias de reparo do DNA, apresentando papel
decisivo sobre o ciclo celular e desempenhando papel protetor no desenvolvimento
de neoplasias (LIU et al., 2013).

Entretanto, os efeitos supressores da melatonina sobre tecidos tumorais
parecem depender de fatores relacionados ao fotoperiodo (FISHER, 2009). Esta
informacado corrobora com o fato de que a simples presenca de melatonina nos
tecidos biolégicos nao é suficiente para conter as consequéncias das transformacoées
genéticas e metabdlicas apresentadas pelas células que estdo envolvidas no
processo de transformacdo neoplasica, se ndo vier acompanhada de outros
sinais concorrentes, derivados do envolvimento orquestrado de outros tecidos,
ritmicamente sincronizados, como acreditamos que tenha ocorrido nos grupos onde
os animais foram sham pinealectomizados tratados com estrogeno e melatonina.

Por outro lado, estudos revelam que o estrégeno pode interagir com diferentes
dominios do tecido mamario afetando mecanismos que controlam o ciclo celular
(RUSSO & RUSSO, 2006). Evidéncias mais diretas assinalam que o estrégeno
interfere na expressao do gene bcl-2, que controla o processo de apoptose em
células neoplasicas, sendo este processo relativamente defasado tardiamente,
favorecendo ao crescimento da massa tumoral (SUH et al., 2003).

De qualquer forma, os animais do grupo D desenvolveram o tumor de Ehrlich,
0 que significa que a producéo natural de melatonina pela pineal ndo foi suficiente
para prevenir o desenvolvimento do tumor de Ehrlich neste grupo experimental.

Numa tentativa de melhor compreender o processo de crescimento tumoral
em cada condicdo de tratamento, procurou-se obter a derivada primeira em relacéao
as respectivas fungdes que descreviam a variagao de crescimento tumoral ao longo
do tempo. Verificou-se, portanto, que a funcéo derivada era do tipo y’ = a/x onde
y’ representava a variacao infinitesimal do volume do tumor de Ehrlich ao longo do
tempo (cm®/dia?), “a” o coeficiente angular (cm3/dia), e “x” o tempo (dias).

Aqui é importante ressaltar que a variacao infinitesimal do crescimento tumoral,
qgue expressa a rapidez com que o tumor modifica o seu volume, ou melhor, dizendo,
reduz a taxa de crescimento da massa tumoral, estad genuinamente associada as
caracteristicas cinéticas da célula neoplasica em resposta a sinalizagao disponivel
no contexto enddégeno em que o tumor se desenvolve. Sendo esta taxa infinitesimal
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fundamentalmente dependente do tempo verificou-se que a cada momento o tumor
apresentava uma taxa de crescimento cada vez menor. Pode-se dizer que o tumor de
Ehrlich, nos nossos experimentos, apresentou fases distintas de desenvolvimento,
bem provavelmente, de acordo com as transformag¢des genéticas e 0s novos
desafios metabdlicos a serem vencidos.

Com o aumento do numero de células cancerigenas numa massa tumoral,
aumenta-se de sobremaneira a competitividade por nutrientes e por oxigénio,
onde as etapas subsequentes de crescimento vao depender da disponibilidade
e da qualidade da rede circulatéria construida para atender as demandas do
tecido tumoral. Como resposta a estas condi¢cbes, geralmente identificam-se uma
populacédo variada em termos de células neoplasicas e suas respectivas fases no
ciclo celular, como um aumento na quantidade de células mortas.

Na tabela 3 podem ser visualizados os valores da derivada primeira obtidos
para cada condicdo de tratamento, em dois momentos temporais distintos: um
no primeiro dia de monitoramento do crescimento tumoral, e outro ao 12° dia. A
diferenca entre as derivadas neste intervalo foi obtida, efetuando-se uma razéo
entre as respectivas diferencas para cada tratamento em relacdo ao tempo de 11
dias de monitoramento do crescimento do tumor de Ehrlich em cada caso. Este
parametro, assim construido, caracterizaria o que poderiamos denominar de taxa
de desaceleracado média de crescimento tumoral - TDMCT.

Grupo 1° dia 12° dia Diferenca (sz:i;) Valor de t

A 7,303+1,822 0,608+0,152 -6,694+1,829 0,609+0,152 1,595
B 5,775+1,390 0,481+0,116 -5,294+1,395 0,481+0,116 0,992
C 10,062+2,242 0,839+0,187 -9,224+2 249 0,839+0,187 2,528*
D 6,453+0,841 0,538+0,070 -5,916+0,844 0,538+0,070 2,448*
E 7,210+1,515 0,601+0,126 -6,609+1,521 0,601+0,126 1,858*
F 5,612+1,795 0,468+0,150 -5,144+1,801 0,468+0,150 0,678
G 4,396+0,960 0,366+0,080 -4,029+0,963 0,366+0,080 -

Tabela 3. Taxa de variagao infinitesimal do volume do tumor em fung&o do tempo, avaliada em

dois momentos distintos do desenvolvimento do tumor de Ehrlich conforme o tipo de tratamento

aplicado em cada grupo experimental. Taxa de desaceleracao média de crescimento tumoral —
TDMCT.

A- Pinealectomizado tratado com estrogeno e melatonina. B- Sham-pinealectomizado tratado com estrégeno
e melatonina. C- Pinealectomizado tratado com estrégeno. D- Sham-pinealectomizado tratado com estrégeno.
E- Pinealectomizado tratado com o veiculo do estrogeno. F- Sham-pinealectomizado tratado com o veiculo do
estrégeno. G- Controle. Teste t de Student. * Diferenca significativa em relagéo ao controle, para um valor de p <
0,05(Valor critico t = 1,761 para 14gL).

Assim, verificou-se uma diferencga significativa entre os grupos C, D e E em
relagcdo ao grupo controle, que em outras palavras significa que animais tratados
somente com estrogeno, independentemente de serem eles pinealectomizados ou
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néo, apresentaram uma TDMCT significativa em relagéo ao grupo controle, embora
o efeito do estrogeno em animais pinealectomizados foi mais pronunciado do que
em animais sham pinealectomizados, para um valor de p < 0,05. Esta resposta
pronunciada de desaceleracao observada nos animais do grupo C talvez esteja
relacionada com mudancas na sensibilidade do tumor quanto a presenca de
estrégeno, na medida em que o tumor de Ehrlich atingia um tamanho critico, como,
de certa forma, foi também assinalado por Geraldes; Gartner; Shmitt (2000).

Também ¢é interessante chamar a atencdo para o fato de que a TDMCT
obtida para os animais do grupo A néao diferiu estatisticamente em relacao a obtida
para os animais do grupo controle, nem tdo pouco em relagdo aos animais do
grupo B, para um valor de p < 0,05. Nestes grupos a taxa de desaceleracao foi
a mesma, significando que a contribuicdo da melatonina enddgena, oriunda da
atividade da glandula pineal ndo afetou este mecanismo, uma vez que a presenca
de pinealectomia foi indiferente quanto a este tipo de resultado, muito embora na
auséncia de melatonina exégena a pinealectomia em presenca de estrégeno tenha
proporcionado aumento na TMDCT.

Trabalhos tém assinalado que melatonina pode proporcionar um efeito
antiproliferativo sobre células cancerigenas (SRINIVASAN et al, 2008),
principalmente em decorréncia de seu possivel efeito protetor contra danos
oxidativos induzidos por radicais livres, geralmente presentes no entorno de tecidos
neoplasicos em expansao, bem provavelmente, afetando sistemas enziméticos que
controlam agdes antioxidantes, em especial a redugdo dos niveis de peroxidagcéo
lipidica (AKCAY; YALCIN; SOZMEN, 2005).

Curiosamente, os animais tratados com o veiculo para o estréogeno também
apresentaram uma TDMCT maior em relagcdo aos animais do grupo controle, para
um valor de p < 0,05. Como ja foi dito acima, esta resposta pode estar associada
a presenca de substratos ativos na composicao lipidica do 6leo de amendoim
proporcionando acdes moleculares importantes sobre o desenvolvimento do tumor
de Ehrlich.

Em linhas gerais pode-se dizer que a desorganizacdo nos mecanismos de
temporizacdo enddgenos resultante da retirada da pineal, parecem diminuir a
competéncia do organismo em controlar melhor os sinais bioquimicos trocados
entre os diferentes tecidos (MENNA-BARRETO & WEY, 2007), criando padrbes de
sinalizacédo temporal que venham a favorecer o desenvolvimento do préprio tumor.

Como complemento da avaliacdo do desenvolvimento do tumor de Ehrlich
nas diferentes condicdes de tratamento acima sugeridas, avaliou-se também as
configuragdes macroscopicas do tecido tumoral obtido no final dos experimentos,
determinando-se em cada caso o percentual de inibigao tumoral, cujos dados podem

ser visualizados na figura 2.
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Na figura 2, a partir da avaliacdo do percentual de inibicdo tumoral (1%)
verificou-se que animais pinealectomizados tratados com estrogeno mais melatonina
apresentaram crescimento do tumor em 34,67% (Grupo A), embora em animais
sham pinealectomizados, sob mesma condicdo de tratamento, tenha-se obtido um
valor de 1% = 38,47%, sugerindo que a presenca de melatonina endégena decorrente
da participacao da atividade da glandula pineal e os sinais bioquimicos decorrentes
da sincronizagdo metabolica controlaram melhor o desenvolvimento do tumor de
Ehrlich. No grupo C, onde os animais pinealectomizados recebiam estroégeno,
exibiram um crescimento da massa tumoral equivalente a 65,22%, enquanto que no
grupo de animais sham pinealectomizados tratados com estrogeno (Grupo D) néo
foi observada massa de tumor significativa que denotasse inibicdo ou crescimento
tumoral, assim como nos grupos E e F de tratamentos.

20 4

01 . ‘ > oy =
8 D £ F
20 1

40 4

Inibigdo tumoral (%)

_ED {
80 £

Grupos experimentais

Figura 2. Inibicdo do crescimento do tumor de Ehrlich. A- Pinealectomizado tratado com
estrégeno e melatonina. B- Sham-pinealectomizado tratado com estrogeno e melatonina. C-
Pinealectomizado tratado com estrégeno. D- Sham-pinealectomizado tratado com estrégeno. E-
Pinealectomizado tratado com o veiculo do estrogeno. F- Sham-pinealectomizado tratado com
0 veiculo do estrogeno.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com estudos que mostram
que o estradiol apresenta efeito proliferativo no parénquima mamario (TORRES
et al., 2011) conduzindo-o a uma condicédo de desempenho maximo (NAIR et al.,
2010), a partir da sua interagcé@o sobre varios sitios de atividade celular, em especial
a sua ligacao a receptores intracelulares que modulam a expressdo de genes
especiais e, consequentemente, a sintese de proteinas especificas que atuam em
varios dominios do ciclo celular (SCHMIDT, 2000).

Quanto aos efeitos da melatonina, resultados semelhantes aos nossos achados
podem ser visualizados em Martinez-Campa (2005), em que a melatonina preveniu
a promocdo e o crescimento de tumores mamarios espontdneos ou induzidos
guimicamente em roedores. Alguns trabalhos também sugerem que a melatonina
possa exercer efeitos protetores contra o crescimento neoplasico pela inibicao da
atividade da enzima aromatase, geralmente envolvida na converséo de substratos
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androgénicos em estrogénios (COS et al., 2006). Em células de cancer de mama, a
melatonina pode suprimir a proliferacao induzida por estrogénio, através da inibicao
da atividade transcricional dos receptores de estrogeno a (ERa) (ALVAREZ-GARCIA
et al., 2013).

41 CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados no presente estudo, pode-se concluir que o
estrégeno e a melatonina interferem nos mecanismos regulatorios dos processos de
crescimento do carcinoma mamario. O estrogeno exdgeno atua como promotor do
crescimento tumoral e a melatonina inibe o crescimento do tumor de Ehrlich sélido. A
melatonina exdgena reduz o crescimento tumoral mesmo em animais tratados com
estrogeno, sendo de fundamental importéncia no tratamento de tumores estré6geno-
dependentes.
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RESUMO: O formaldeido € utilizado nos
laboratorios de anatomia como um fixador e
conservante padréao, apesar de sua toxicidade
ser reconhecida. Esse trabalho avaliou
diferentes conservantes, como uma alternativa
ao uso do formol e a viabilidade desses métodos
alternativos para conservacdo de pecas
anatdémicas na Secao de Anatomia Animal, tendo

como parametros a preservacdao morfolégica
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das pecas. Foram utilizadas estdbmagos, rins
e pulmdes de suino. Estas foram devidamente
lavadas, dissecadas, pesadas, mensuradas
(comprimento e largura) e fixadas em solugcao
de formol a 10% por 48 horas. Depois de
fixadas, as pecas foram transferidas para as
solugdes conservadoras, onde foram mantidas,
sob avaliagdo, por um periodo de trés meses.
As solucdes testadas foram: formol em gel 10%,
formol em gel 15%, alcool em gel 70% e técnica
de glicerinagao (com glicerina loira). Estas foram
comparadas com a solug¢do controle de formol
aquoso a 10%. As pecas glicerinadas e as
conservadas em alcool em gel 70% obtiveram
uma mudanca de consisténcia, discreta
alteracdo morfométrica, porem sem alteragdes
morfolégicas. O método de glicerinacado se
mostrou mais viavel em relacdo ao uso do
formol, pois € um meio atdxico, proporcionando
assim um melhor ambiente laboral, além de
facilitar o armazenamento das pecas, estas,
apresentaram uma coloracdo mais amarelada,
devido a glicerina loira. O estudo mostrou que
a solucéo de formol em gel 10%, se mostrou
menos volatilem relagdo aos demais grupos que
continham formol em sua constituicdo, neste
sentido se mostra necessario novas pesquisas
na area de biosseguranca laboral com o intuito
de comprovar a substituicao do formol aquoso

Capitulo 3



mailto:marianazofoli@hotmail.com

pelo formol em gel.
PALAVRAS-CHAVE: formaldeido, glicerina loira, volatilizagao .

ABSTRACT: Formaldehyde is used in anatomy laboratories as a standard fixative
and preservative, although its toxicity is recognized. This study evaluated different
preservatives as an alternative to the use of formaldehyde and the viability of these
alternative methods for the conservation of anatomical specimens in the Animal
Anatomy Section, using as parameters the morphological preservation of the specimens.
Stomachs, kidneys and pig lungs were used. They were properly washed, dissected,
weighed, measured (length and width) and fixed in 10% formaldehyde solution for
48 hours. After being fixed, the pieces were transferred to the conservative solutions,
where they were kept under evaluation for a period of three months. The solutions tested
were: 10% gel formaldehyde, 15% gel formaldehyde, 70% gel alcohol and glycerination
technique (with blond glycerin). These were compared with 10% aqueous formaldehyde
control solution. Glycerin parts and those stored in alcohol in gel 70% obtained a change
in consistency, slight morphometric alteration, but without morphological changes. The
glycerination method proved to be more viable in relation to the use of formaldehyde,
as it is a non-toxic medium, thus providing a better working environment, in addition
to facilitating the storage of the pieces, they presented a more yellowish color due to
the blond glycerin. The study showed that the 10% gel formaldehyde solution was
less volatile than the other groups that contained formaldehyde in its composition, so
further research is needed in the area of occupational biosafety in order to prove the
replacement of aqueous formaldehyde by formaldehyde gel

KEYWORDS: formaldehyde, Fluoral P, blond glycerin, polymer.

INTRODUGCAO

Os laboratérios de anatomia recebem, para estudo, cadaveres inteiros, parte
destes ou visceras isoladas. Esses materiais sao fixados para evitar a deterioracao
dos tecidos e preservar os elementos uteis aos estudos. Afuncéo da fixacao € manter
os tecidos firmes, insoluveis e protegidos contra a deterioracdo (RODRIGUES,
1998). A fixacao através do formol é a técnica mais utilizada para a conservacao
de espécimes. O formaldeido é o fixador e conservante mais utilizado, comumente
em solucéo aquosa a 10%. Por ser barato e penetrar rapidamente nos tecidos é
amplamente utilizado nos laboratérios de anatomia.

Produzido através da oxidagdo catalitica do metanol o formaldeido é
encontrado no ambiente na forma gasosa. Apesar de ser um dos fixadores mais
comumente empregados no Brasil juntamente com o alcool etilico, glicerina e fenol,

o formaldeido é muito volatil e toxico, e quando inalado ou ingerido, ou em contato
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direto com a pele, torna-se irritante para as mucosas e conjuntivas ocular.

Mais de 90% do formaldeido inalado é absorvido no trato respiratério superior,
podendo também penetrar pela via dérmica (VIEGAS, et al., 2010). Em 1995, a
Agéncia Internacional do Cancer (IARC, 2006) classificou o formol como cancerigeno
e teratogénico (INCA, 2015).

Frente a formolizagao, principal técnica de fixacao e conservacao de pecas,
surgem meétodos alternativos como a solugdo de formol gelificada e a glicerinacéo.
A solucao de formol em gel minimiza a formacgao de vapores pelo “aprisionamento”
da molécula de aldeido ao agente gelificante, além disso, sdo capazes de manter
as propriedades de fixagéo e conservagdo associado & baixa toxidade (ARAUJO,
2009).

Os protocolos de glicerinacao que se baseiam na associacao de glicerina e
alcool absoluto tém como vantagens a leveza que as peg¢as adquirem no processo
de conservacao, a preservacdo da morfologia das mesmas o mais préximo da
forma original e a aquisicdo de pecas com coloragdo mais claras que facilitam a
identificacdo de varias estruturas de dificil visualizacdo. Além disso, a glicerina
€ inodora, nao irrita as mucosas, ndo € carcinogénica e ndo possui um risco de
contaminacao ambiental tdo elevado em comparacgao ao formol (KRUG, et al., 2011).

Tratando-se de ambientes insalubres, a preocupagcdo com a saude é
extremamente importante e isso se enquadra perfeitamente nos laboratorios de
anatomia (VERONEZ, et al., 2010). O objetivo geral deste trabalho é avaliar a
viabilidade de métodos alternativos para fixacéo e conservacéo de pecas anatémicas
na secao de anatomia animal, tendo como parametros a preservagao morfoldgica
das pecas e a biosseguranca laboral.

MATERIAL E METODOS

Local de trabalho

O referido trabalho foi realizado na Secao de Anatomia Animal do Laborat6rio
de Morfologia e Patologia Animal (LMPA/CCTA) da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). As experimentacdes ocorreram nos laboratérios
de Microbiologia, de Morfologia e Patologia Animal (LMPA) Morfologia, Ciéncias
Quimicas Wilson Gazotti Jr - LCQUI; e dependéncias da Secéao de Anatomia Animal
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(SAA).

Dados amostrais

Apds o abate dos suinos no Frigorifico PAJAM — LTDA, no distrito de Itaocara/
RJ, de acordo com as normas do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento
do Brasil (MAPA), sob Inspecao Estadual, foram coletados 15 estémagos, 15 rins
e 15 pulmdes, totalizando 45 pecas. Estas foram identificadas e armazenadas
isoladamente em sacos transparentes e transportadas em caixas térmicas até a
secdo de Anatomia Animal SAA/LMPA.

Para escolha das visceras levou-se em consideragdo o volume e as
caracteristicas intrinsecas de cada uma. Sendo assim, caracterizamos,
comparativamente, o rim como uma viscera de menor volume e de estrutura
compacta; o estbmago, de volume médio e constituicdo oca e o pulmao como uma

viscera de volume grande e aerada.

Processamento das Pecas

Apbés a chegada na Secédo de Anatomia Animal as peg¢as passaram por
diferentes processos: dissecc¢ao, lavagem em agua corrente e escoamento (por 1h)
para a retirada do excesso de agua e em seguida as mesmas foram pesadas em
balanca eletrénica (Balmak Triplice ELP — 6/15/30) e mensuradas, com fita métrica,
em relacdo ao seu comprimento e largura. Finalmente foram fixadas em solucéo de
formol a 10% por 48 horas em temperatura ambiente.

Na etapa de conservacdo das visceras foram testadas quatro diferentes
solugdes: o formol em gel 10% (G2) - em processo de patente, formol em gel 15%
(G3) - em processo de patente, alcool em gel 70% (G4) e técnica de glicerinagao
modificada (G5). Comparadas com o formol aquoso 10% (G1).

Apébs o escoamento, as pecgas dos grupos: G1, G2, G3 e G4, foram diretamente
imersas em seus meios conservantes, com volume pelo menos 10 vezes maior que
0 das pecas. As pecas do G5 passaram pelo processo de glicerinagcdo. Apos o
escoamento, estas foram imersas em alcool 70% por um periodo de sete dias, apos
a retirada escoamento por 30 minutos e em seguida imersas na glicerina loira e
alcool etilico 95%, na proporcao de 1:2. Nesta solucéo as pecas ficaram imersas por
quinze dias, seguidas de escoamento por 8 horas. Retirado o excesso de solugéo, as
mesmas foram armazenadas novamente em suas cubas hermeticamente fechadas,
sem qualquer solucdo. A partir do momento em que todas as pecas estavam em
seus respectivos conservantes, iniciou-se as avaliagcbes tanto das pecas quanto
das solucdes, por um periodo de noventa dias.
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Desta forma, os seguintes parametros relacionados as solu¢cbes conservadoras
foram avaliados: pH, turbidez, alteracdo de cor, alteracdo de odor, presenca de
precipitado, e presenca de contaminantes. Ja para as visceras conservadas nas
solucbes testes foram feitas avaliagdes relacionadas a: morfologia, morfometria,
peso, consisténcia, alteracdo de coloracdo, presenca de manchas, presenca de
contaminantes e sinais de autdlise.

Inicialmente as avaliagbes foram realizadas 24h, 48h e 72h apds a
permanéncia das visceras nas solugbes conservadoras, e passaram a ser realizadas
semanalmente durante 90 dias.

Volatilizacao das pecas

Apds o periodo de 90 dias de avaliacao realizou-se a mensuracao dos niveis
de formol presente no ambiente laboral. O reagente aqui proposto para avaliar
qualitativamente a liberacdo de formaldeido em amostras liquidas e gasosas € o
Fluoral P, preparado pela rea¢ao de 0,3 mL de acido acético, 0,2 mL de acetilacetona
(bidestilada) e 15,4 g de acetato de ambnio, completando-se o volume para um
baldo de 100,0 mL com agua deionizada. Este reagente, quando estocado sob
refrigeracdo e em frasco escuro, pode ser usado satisfatoriamente por até 60 dias
(PINHEIRO, 2004).

Para mensurar essa volatilizacao, utilizou-se 25 cartuchos Strata® SI-1 Silica
(55 pym, 70 A) 200mg / 3 mL, Tubes — Phenomenex, impregnados com 5,0 mL de
Fluoral P.

O ambiente escolhido para mimetizar uma sala de aula, foi uma capela com as
seguintes dimensdes: 45 cm de largura; 65 cm de comprimento e 68 cm de altura.
O cartucho ficava preso a uma garra com o auxilio de um suporte universal, na
altura de 30 cm da base, posicionado no centro da capela antes de cada medicao
€ preciso calibrar o fluxo de ar que passa pelo cartucho para se saber o volume
amostrado no interior da capela e pra isso utilizou-se o bolhébmetro, que serviu para
medig¢ao e ajuste da vazao na amostragem.

Com o cartucho ja calibrado faz-se a medi¢céo do branco, com a capela sem
as pecas. O cartucho € preso na garra dentro da capela. Ao ligar a bomba conta-se
cinco minutos, passado o tempo o cartucho € retirado, identificado, enrolado em
papel aluminio e acondicionado dentro de um saco plastico na caixa térmica.

Coloca-se na capela as pecas referentes ao grupo a ser avaliado (G5), e conta-
se o0 tempo de cinco minutos. passado o tempo o cartucho é retirado, identificado,
enrolado em papel aluminio e acondicionado dentro de um saco plastico na caixa
térmica. Repete-se esses processos por mais 4 vezes. Acabada as medicoes
as pecas séao retiradas e a capela é limpa com papel absorvente. Coloca-se um
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ventilador ligado diretamente na janela da capela, para que ocorra a circulagdo de
ar dentro da mesma.

Essa ventilacdo tem uma duracao de trinta minutos, apds esse tempo repete-se
0S Onze passos novamente com o grupo seguinte, no caso G4, depois G3, G2 e G1.
Apds as medicdes de volatilizagdo, os cartuchos sao transferidos para a geladeira e
espera-se pelo menos 12 horas para se dar inicio a eluicéo e leitura dos cartuchos.

Esta fase é muito simples. Os cartuchos sdo colocados na camara de vacuo
(Manifold, Supelco) e eluidos com 5 mL de Fluoral P. Ap6s a eluicdo a leitura de
fluorescéncia é feita no espectrofotdbmetro (Cary, Varian) que dara como resultado a
quantidade de fluorescéncia na amostra.

Analise estatistica

Foi realizada a analise utilizando a teoria dos modelos lineares generalizados
para as variaveis de morfologia, consisténcia, coloracéo, presenca de precipitado,
alteracéo de cor utilizando a distribuicdo Binaria, e para as variaveis pH e turbidez
foram utilizadas as distribuicées lognormal e gama respectivamente. Para tanto, foi
utilizado o procedimento GLIMMIX do software Statistical Analysis System (SAS
System, Inc., Cary, NC, USA), e em caso de diferenca significativa, foi aplicado o
teste de Tukey.

Em relagdo as variaveis peso e morfometria foram analisadas com uso de
modelos mistos com o procedimento PROC MIXED do software Statistical Analysis
System (SAS System, Inc., Cary, NC, USA), e em caso de diferenca significativa, foi
aplicado o teste de Tukey.

RESULTADOS

Consisténcia

As pecas foram analisadas em relagao a consisténcia, coloracdo, morfometria,
massa e morfologia. Na etapa de conservagédo das visceras foram testadas quatro
diferentes solugdes: o formol em gel 10% (G2), formol em gel 15% (G3), alcool em
gel 70% (G4) e técnica de glicerinagao (G5), que foram comparadas a com o grupo
controle composto de solugcdo aquosa de formol a 10% (G1).

Para melhor comparagcéo as pecas deveriam apresentar uma consisténcia
normal, ou seja, consisténcia tdo firme quanto a peca em estado natural, tendo
uma dureza levemente aumentada devido a fixagdo no formol, caracteristica essa
atribuida ao grupo G1.
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Os estdbmagos dos grupos G2, G3 e G4 apresentaram uma consisténcia
normal, sem perder a elasticidade natural da peca, ja as pecas do G5 apresentaram
uma consisténcia ‘emburrachada’, o que € normal para pecas glicerinadas. Em
comparagao ao grupo G1.

Os rins dos grupos G2, G3 apresentaram uma consisténcia normal, as pecas
do G4 apresentaram uma consisténcia fridvel, susceptivel a rachadura. O grupo
G5 apresentou uma consisténcia firme e endurecida, o que é normal para pecas
glicerinadas. Em comparacéo ao grupo G1.

Os pulmbes dos grupos G2, G3 apresentaram uma consisténcia normal, sem
perder a elasticidade natural, j& as pecas do G4 apresentaram uma consisténcia
flacida, porém levemente elastica. O grupo G5 apresentou uma consisténcia
‘emburrachada’ e levemente menos aerada, o que € normal para pecas glicerinadas.

Em comparagéo ao grupo G1.

Coloracao

As imagens 1,2 e 3 foram tiradas no dia 90 com as pecas lado a lado para
melhor visualizacdo dos resultados, podemos observar que ndo houve mudanca
de coloracdo entre os grupos G2 e G3, ja grupo G4 apresentou uma sutil
coloracdo amarelada, possivelmente causada pelo alcool presente em seu meio
conservante. No grupo G5 observamos uma coloracdo amarelada mais evidente,
ja que nesta utilizou-se a glicerina loira, caracterizando esta coloracdo nas pecas.
Para as avaliacbes foi levado em consideracao a coloracdo de cada peca e suas
particularidades. . As pecas foram comparadas com o grupo controle (G1).

G3 G2 G1

Imagem 1: Coloragéo apresentada pelos estbmagos devido aos seus respectivos, meios
conservantes. G5: glicerinacdo; G4: &lcool em gel 70%; G3: formol aquoso 15%; G2: formol em
gel 10% e G1: formol aquoso 10%.
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Imagem 2: Coloragéo apresentada pelos rins devido aos seus respectivos, meios conservantes.
G5: glicerinagéo; G4: alcool em gel 70%; G3: formol aquoso 15%; G2: formol em gel 10% e G1:
formol aquoso 10%.

G5

Imagem 3: Coloragéo apresentada pelos pulmdes devido aos seus respectivos, meios
conservantes. G5: glicerinagdo; G4: alcool em gel 70%; G3: formol aquoso 15%; G2: formol em
gel 10% e G1: formol aquoso 10%.

Realizou-se também andlises visuais em relacédo a presenca de manchas,
presengca de contaminantes e sinais de autblises nas pecas. Todas as analises
realizadas durante os noventa dias de avaliacdo obtiveram resultado negativo,
corroborando com a colorag&o resultante.

Através do Gréfico 1 € possivel identificar que os estdbmagos conservados nas
solugdes G1, G2 e G3 apresentaram reducdo em seus dimensdes (comprimentos
e larguras), caracterizando um processo de contragcdo celular promovido pelas
solucdes que possuem formol em suas constituicdes. O G4 por sua vez demonstrou
uma pequena reducao no valor da largura que, de igual forma, ao estémago do G5
sofreu um processo de desidratacdo em fungcdo da presenca de alcool em suas
formulacbes, neste caso acarretando uma reducéo tanto no comprimento quanto

na largura.
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COMPRIMENTOE LARGURA - ESTOMAGO

Centimetros{cm)
S
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Tratamentos
C-camprimento; L-largura

Gréfico 1: Média do comprimento e largura de estdbmagos (n=03), conservados em diferentes
solucdes: G1: solugcdo aquosa de formol 10%; G2: solugdo de formol em gel 10%; G3: solugéo
de formol em gel 15%; G4: Solucédo de alcool em gel 70% e G5: técnica de glicerinagédo
modificada. C - comprimento; L - largura; Tempo inicial - 0 dia; tempo final - 90 dias.

Apesar da reducdo no valor de comprimento e largura dos estébmagos
conservados em G1, podemos observar um aumento em relacdo ao valor de
sua massa, caracterizando a incorporagao da solucéo aquosa de formol 10%. J&
a massa dos estdbmagos conservados em G2 e G3 nao apresentaram alteragcéao
provavelmente em funcdo da maior dificuldade de penetracao do formol em gel. Os
estdmagos dos G4 e G5 perderam massa em funcéo da desidratacéo causada pela
presenca de alcool existente na constituicdo das solugcdes do G4 e G5 (Grafico 2).

MASSA- ESTOMAGO

E 600
—
S 400 -
] mo
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c m 90
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PG1 PG2 PG3 PG4 PGS

Tratamentos

Grafico 2: Média da massa dos estdmagos (n=03), conservados em diferentes solugbes: G1:
solugdo aquosa de formol 10%; G2: solu¢do de formol em gel 10%; G3: solu¢do de formol
em gel 15%; G4: Solucéo de 4lcool em gel 70% e G5: técnica de glicerinagdo modificada. C -

comprimento; L - largura; Tempo inicial - 0 dia; tempo final - 90 dias.

A avaliacdo morfométrica do rim nos evidencia dados referentes a reducéo
tanto no comprimento quanto na largura dos rins acondicionados em G1, G4 e G5.
Em G2 e G3, apesar das pecas apresentrem um aumento no valor do comprimento
das pecas, existiu uma diminuicdo nos valores referentes a largura dos mesmos
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(Gréfico 3).
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Gréfico 3: Média do comprimento e largura de rins (n=03), conservados em diferentes
solucdes: G1: solugdo aquosa de formol 10%; G2: solugdo de formol em gel 10%; G3: solugéo
de formol em gel 15%; G4: Solucédo de alcool em gel 70% e G5: técnica de glicerinagéo
modificada. C - comprimento; L - largura; Tempo inicial - 0 dia; tempo final - 90 dias.

A reducéo em relacao ao comprimento e a largura dos rins conservados em

G1 também

se repetiu em funcdo da massa, da mesma forma, que em G4 e G5.

A desidratacdo causada pelo presenca de alcool nestas duas ultimas solucdes

acarretaram

areducdo da massa dos rins. No caso de G2 e G3, a presenca dos

polimeros para gelificacdo das referidas solu¢cbes pode ter acarretado a aumenta

na massa dos referidos rins (Gréafico 4).
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Gréfico 4: Média da massa dos rins (n=03), conservados em diferentes solu¢des: G1: solugéo
aquosa de formol 10%; G2: solucdo de formol em gel 10%; G3: solugédo de formol em gel 15%;
G4: Solugao de alcool em gel 70% e G5: técnica de glicerinagdo modificada. Tempo inicial - 0

dia; tempo final - 90 dias.

No grafico 5 é possivel observar uma redugcdo no valor de comprimento e
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largura para as pecgas dos grupos G1, G2, G4 e G5, a penas os pulmdes do G3,
apresentaram aumento no comprimento. Em relacéo a largura, todos apresentaram
uma reducao nas medidas .

COMPRIMENTOE LARGURA -
PULMAO
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Gréfico 5: Média do comprimento e largura de pulmao (n=03), conservados em diferentes
solugdes: G1: solugdo aquosa de formol 10%; G2: solugéo de formol em gel 10%; G3: solugéo
de formol em gel 15%; G4: Solucao de alcool em gel 70% e G5: técnica de glicerinacdo

modificada. C - comprimento; L - largura; Tempo inicial - 0 dia; tempo final - 90 dias.

Em relacdo a massa das referidas pecas, G1, G2, G4 e G5 tiveram 0 mesmo
comportamento, uma diminuicdo na massa. No caso do G3 o0 aumento na massa
pode ser explicado pela presenca de gel em uma solucao que contem 50% a mais
de formol em comparacgéo a solugdo do G2. Neste sentido, sugere-se que a maior
concentracdo de formol em uma solucdo gelificada possivelmente acarreta um
aumento na massa em fung¢do da incorporacdao do formol na superficie de uma
estrutura aerada.

Mesmo macroscopicamente, foi possivel observar uma redu¢éo nos didmetros
das cavidades alveolares nos pulmdes conservados em G2. O maior peso
molecular dado pela adicdo do gel a formalina provavelmente acarretou uma maior
susceptibilidade desse tipo de tecido aerado a sofrer compressao. Resultados
semelhantes foram verificados por Araujo (2009) em experimentacéo realizada com

formol em gel 10% para fixacdo de pequenas biopsias pulmonares (Grafico 6).

Capitulo 3




MASSA - PULMAO

1400

1200 +~
__ 1000 +°
7 800 4
€ 600 mo
S L0 - = 90

200 +

ﬂ ."-.' _."'-.
G1 G2 G3 G4 G5
TTratamentos

Gréfico 6: Média da massa dos pulmdes (n=03), conservados em diferentes solugdes: G1:
solugcéo aquosa de formol 10%; G2: solugao de formol em gel 10%; G3: solugéao de formol em
gel 15%; G4: Solugéo de alcool em gel 70% e G5: técnica de glicerinacao modificada. Tempo

inicial - 0 dia; tempo final - 90 dias.

Analise das solucdes conservadoras

As avaliagdes quanto aos meios conservantes foram: presenca de precipitado,
presenca de contaminante, aspecto, cor e odor.

A precipitacdo é a formacdo de um soélido durante a reacdo quimica, este
sélido € chamado de precipitado. Durante o periodo de avaliagdo observou-se que
somente o grupo G4 apresentou precipitado em sua solugéao.

A avaliacdo de coloracao foi realizada visualmente, tendo como parémetro
comparativo uma amostra da solucéo inicial (antes de receber a peca). De acordo
com as analises somente os grupos G1, G3 e G4 obtiveram uma pequena mudanca
de coloracao. As solugdes que mais interagiram com as pecas, apresentaram um
maior grau de anormalidade.

A avaliacéo de aspecto foi realiza por meio de comparacao da solucéo atual
com a padrao (pré-estabelecida anteriormente), apesar da presencga de precipitado
e alteracao de coloragédo todas as solugdes mantiveram aspecto normal durante
todos os 90 dias de avaliagao.

O pH das solucbes fixadoras é um dos fatores mais importantes a serem
considerados no momento da fixacdo de um material. Os tampdes estabilizam
as modificacbes de pH que acompanham a morte celular a medida que o fixador
penetra nos tecidos (ALVES 2002).

O valor 6timo de pH nos tecidos é de 6,8 a 7 . Os valores de pH das solucbes
testadas neste experimento no tempo zero (0), antes da colocagao das pecas foram:
G1 (5,31); G2 (6,91), G3 (6,58), G4 (6,25) e G5 (2,90). Ap6s 90 dias, em funcéo da
interacao das pecas com as solugdes os valores de pH foram mensurados em : G1
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(4,71); G2 (5,6), G3 (5,6), G4 (5,8) e G5 (4,94). E de suma importancia que o pH
dos fixadores sejam avaliados pois podem ocasionar uma retracdo maior no tecido
como também alterar a cor.

Foram realizada analises de cultura microbiol6gica semeadas em agar sangue,
com intuito verificar a presenca de qualquer tipo de contaminante. Todas as analises
realizadas durante os noventa dias de avaliagdo nas diferentes solu¢cbes deram
negativo.

Realizou-se também uma analise olfativa e relacdo a alteracédo de odor nas
solugcbes. Todas as analises realizadas durante os noventa dias de avaliagédo
obtiveram resultado negativo, ou seja, ndo apresentaram mudanca de odor dentre

as caracteristicas de cada solucgéo.

Analise da volatilizacao do formol

A avaliacao da volatilizacdo visa a mensuracao dos niveis de formol presente
no ambiente. A reag&o do Fluoral P com o formol resulta uma amostra qualitativa de
fluorescéncia, ou seja, quanto maior a volatilizacdo de formol no ambiente, maior
sera a fluorescéncia. A leitura das eluicdes foram realizadas em triplicata, para se
obter uma média do nivel de fluorescéncia .

A leitura do B1 foi realizada com o intuito de se medir a fluorescéncia inicial do
ambiente, sem a presenca das pecas, sendo essa subtraida da leitura final, para
que se pudesse obter uma média de fluorescéncia de cada tempo de amostra.

De acordo com Araujo (2009), a solugcdo de formol uma vez gelificada,
minimizaria a formacao de vapores pelo “aprisionamento” da molécula de aldeido
ao agente gelificante. Podemos observar tal comportamento no grupo G2 a partir do
tempo 5 ao 35, em comparacéo o grupo G1.

O grupo G3, obteve uma fluorescéncia maior em todos os tempos de analise.
Sua concentracdo de formol € 50% maior, se compararmos com o G2, por isso
observou-se uma fluorescéncia mais elevada. Mesmo em comparacéao o grupo G1.

Os grupos G4 e G5 apresentaram uma fluorescéncia bem inferior aos demais,
pois nesses dois grupos as pecas s6 entraram em contato com o formol durante o
periodo de fixacao (grafico 7).
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Grafico 7: Avaliagdo da volatilizagao do formol, sendo o grupo G1: formol aquoso 10%; grupo
G2: formol em gel 10%; grupo G3: formol em gel 15%; grupo G4: alcool em gel 70% grupo G5:
glicerinacéo.

DISCUSSAO

A difusao do formol em contato direto com o tecido € rapida, mas a penetragao
mais profunda estéa diretamente relacionada com a temperatura, osmolaridade da
solucao e espessura da peca. Isso porque ha uma reagcdo com as proteinas da parte
externa, que diminui o influxo de formol para o interior do tecido a medida que o
tempo passa (ROLLS, 2012). Tendo como proposta a repeticao da rotina laboral da
Secao de Anatomia Animal, todas as pecas foram inicialmente fixadas, por imerséao,
em solugcado aquosa de formol 10%, independente do tipo de tecido: compacto (rim),
cavitario (estbmago) e aerado (pulmao).

N&o existe solucédo fixadora ideal o grande objetivo da fixacdo é prevenir
a autllise, prevenir a acao bacterina, manter o tecido o mais préximo do real e
preservar moléculas de interesse do estudo. Neste sentido a fixagao pode apresentar
0s seguintes efeitos sobre os tecidos: endurecimento, solidificacéo, diferenciacéo
Optica, efeitos de coloracao, perda discreta da amostra e retracdo da amostra.

A técnica de glicerinagao utilizada foi capaz de promover uma diminuicao nas
dimensobes das estruturas anatémicas (massa, comprimento e largura) de todas as
visceras avaliadas. Esses resultados corroboraram com os achados de Carvalho
et al.,, 2013, que também relataram a manutencdo da morfologia das pecas
conservadas em glicerina loira. Apesar de observamos uma reducdo consideravel
nas massas das diferentes visceras tratadas pela técnica de glicerinacdao modificada,
o referido fato ndo interferiu na visualizagcdo das estruturas anatdémicas inerentes
a cada viscera. Segundo Monteiro (1960) e Silva et al. (2008) a glicerina reduz a
massa dos o6rgéaos facilitando o seu manuseio, 0 que pode ser considerado uma
vantagem frente as pecas que sdo conservadas em solucao aquosa de formol 10%.
Sendo assim, a glicerina loira (semipurificada), utilizada em nosso estudo, atendeu

Biociéncia Animal Capitulo 3




as exigéncias de uma solucéo conservadora capaz de preservar a morfologia das
pecas anatdbmicas.

A glicerina loira formada no processo do biodiesel € um produto de baixo
custo, considerada viavel para ser utilizada na técnica de glicerinacéo e, além
disso, corresponde a um meio menos téxico na conservacéo de pecas anatébmicas.
(CARVALHO et al., 2013) . De acordo com Monteiro (1960), a glicerinacdo ou
técnica de Giacomini permite uma melhor preservacéo com as vantagens de pecas
anatébmicas mais leves; esteticamente melhores; conservacdo média das pecas
semelhantes a da formalizac&o; baixo custo e facilidade no manuseio das mesmas
(SILVA et al., 2008).

Aspecasconservadasemalcoolemgel 70% obtiveramresultados diferenciados,
apesar das mesmas terem mantido suas caracteristicas morfolégicas, a consisténcia
friavel do rim se mostrou indesejavel, ja que a peca fica muito sensivel ao toque, o
que dificulta sua utilizacdo nas aulas praticas. O bom resultado obtido nos pulmdes
e estbmagos faz com que este conservante seja um possivel substituto para o
formol.

As pecas conservadas em formol em gel obtiveram excelentes resultados de
conservagao em comparagcao com o grupo controle.

O grupo G2 apresentou um nivel de volatilizagcdo menor que o grupo controle, o
que o faz ser um possivel substituto do formol, porém ainda havendo a necessidade
de maiores estudos, objetivando principalmente a biossegurancga laboral, para
discentes e docentes.

CONCLUSAO

Com este estudo foi possivel concluir que a glicerinagcéo € uma técnica eficiente
e menos tdxica, apesar de possuir um custo elevado, mesmo sendo esta realizada
com a glicerina loira, porém, seu custo beneficio € melhor do que as outras técnicas
testadas, ja que as pecas glicerinadas ndo necessitam de manutencdo, além de
otimizarem o espaco do laboratério.

O élcool em gel 70% também se mostrou vantajoso quanto a um meio
conservante, obteve um bom resultado de conservagao, com excesso dos rins, pois
as pecas apresentaram uma consisténcia friavel, susceptivel a rachadura. Assim
como a técnica de glicerinacdo modificada, seu indice de volatilizagao foi baixo,
porém o custo da solucéo € alto, com isso vé-se a necessidade e maiores estudos
sobre esse possivel meio conservante.

Apesar dos potenciais de riscos a saude e a poluicdo ambiental causada
pelo seu descarte, o formol ainda é o conservante mais utilizado, devido seu
baixo custo, a rapidez com que age nos tecidos e por a sua facil obtencdo. Em
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sua forma gelificada, o formol 10% apresentou excelentes resultados no que diz
respeito a conservagao de pecas anatdmicas, na avaliacdo de volatilizacao obteve
o resultado esperado e ja descrito por Araujo (2009), porém ainda ha a necessidade
de maiores estudos quanto a volatilizagado desta solucdo. Sendo assim objetivamos
uma continuacdo desse estudo afim de encontrarmos uma solugcéo conservadora
ou alguma técnica diferente a glicerinacédo, que conserve de modo satisfatério as
pecas anatbmicas, que possua um custo beneficio viavel e que ao mesmo tempo
priorize a biosseguranca dos profissionais nos laboratorios de anatomia.
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RESUMO:
caracteristicas 6sseas de codornas japonesas

Objetivou-se avaliar as

alimentadas com ragdo  suplementada

com 1,25-dihidroxivitamina-D-glicosideo
(1,25(0OH),D,) de origem vegetal. Foi utilizado
delineamento em blocos casualizados, com
cinco tratamentos (0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00

pg de 1,25(0OH),D./kg de ragéo), seis repeticoes
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e seis aves por unidade experimental. Verificou-
se que a composicao organica (proteinas
colagenosas e totais) e a resisténcia a quebra
(RQ) dos ossos de codornas japonesas com
47 semanas de idade alteraram-se com o
1,25(0OH),D, adicional (p<0,05). A RQ das
tibias direitas das aves que receberam racéo
suplementada com 0,50ug de 1,25(0OH),D, foi
20% maior quando comparada com os demais
tratamentos. Pode-se inferir que nao houve
modificacao da qualidade éssea das aves, uma
vez que a composicao mineral — cinzas, calcio
(Ca), fésforo (P), relacdo Ca:P, a densidade
Ossea e os teores de proteinas ndo colagenosas
nao se modificaram.

PALAVRAS-CHAVE: colageno, colecalciferol,
proteina 6ssea

BONE CHARACTERISTICS OF JAPANESE
LAYING QUAILS SUPPLEMENTED WITH
1,25-DIHYDROXYVITAMIN-D_-GLYCOSIDE
OF PLANT ORIGIN
ABSTRACT: The objective was to evaluate the
bone characteristics of Japanese laying quails
supplemented with 1,25-dihydroxyvitamin D._-

glycoside (1,25(0H),D,) of plant origin in feed.
It was used a randomized block design, with
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five treatments (0.0; 0.25; 0.50; 0.75 and 1.00 pg 1,25(0OH),D./ kg diet), six replicates
and six birds each. It was found that the organic composition (collagenous and total
proteins) and bone strength (BS) of the bones of Japanese laying quails with 47
weeks of age modified with 1,25(0OH),D, additional (p<0.05). The BS of the right tibia
of the birds fed with dietary supplementation with 0.50 pg of 1,25(0OH),D, was 20%
higher when compared with the other treatments. It may be point out that there was
no change in bone quality of the birds, since the mineral composition — ash, calcium
(Ca), phosphorus (P), Ca:P ratio, the bone density and the levels of non collagenous
proteins not modified.

KEYWORDS: bone protein, cholecalciferol, collagen

11 INTRODUCAO

A vitamina D regula a fisiologia osteomineral, em especial o metabolismo
do célcio (Ca) e fésforo (P). Ela é responsavel por estimular a reabsorcao destes
minerais nos 0ssos e a sua absorc¢éo a nivel intestinal (CASTRO, 2011; CARVALHO
& FERNANDES, 2013).

Existem alguns compostos, com atividade metabdlica de vitamina D. Dentre
estes, os que apresentam maior atividade referem-se aos de origem animal,
colecalciferol (vitamina D,), seguidos pelo ergocaliciferol (vitamina D,), de origem
vegetal (PEIXOTO et al., 2012).

Os metabdlitos hidroxilados da vitamina D, ja foram identificados em inUmeras
plantas, principalmente as pertencentes a familia Solanaceae (Japelt & Jakobsen,
2013). A Solanum glaucophyllum (SG) apresenta em sua composicao 54,3% de
carboidratos, 24,9% de proteinas, 4,1% de agua, 17,1% de minerais (Bachmann
et al., 2013) e glicosideos de 1,25(0OH),D, (8,6 a 100 mg/g de folhas secas). A
distribuicdo molecular dos radicais glicosilados na SG é de uma a 12 unidades de
hexoses por aglicona (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY — EFSA, 2015).

As formas D, e D, apresentam atividades biologicas essencialmente idénticas,
contudo, espécies aviarias utilizam mais eficientemente a D,. Presumivelmente, tal
discriminagéo seja resultado da ligagao reduzida dos metabdlitos da vitamina D,
as proteinas ligadoras da vitamina D no sangue, levando a depuragcao mais rapida
dos metabdlitos da D, no plasma (Bar, 2008; Souza & Vieites, 2014). A vitamina D,
€ cerca de 30 a 40 vezes mais potente que a D, para aves (PIZAURO JR. et al,,
2002).

A estrutura quimica entre as duas formas da vitamina D diferem apenas quanto
ao tamanho das cadeias e formam-se no organismo animal mediante acdo da
radiacdo ultravioleta sobre os esteréides, ergosterdis e 7-dehidrocolesterol (Guerra
et al., 2014). Para ser metabolicamente ativa, a vitamina D, sofre transformagoes
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que ocorrem no figado e rins, através de reagdes de adicdo de grupos de
hidroxilas na molécula; produzindo o 25-hidroxicolecalciferol — 25(0OH)D, e o 1,25
dihidroxicolecalciferol —1,25(0OH),D,, respectivamente (Hewison, 2011). De maneira
geral, as bioatividades das formas da vitamina D seguem a sequéncia: 1,25(0OH),D,
>1a(OH)D, > 25(0H)D, > D, > D, (HAN et al., 2012).

Em criagbes comerciais, as aves de postura, permanecem em sistema de
confinamento, portanto a conversdao de 7-dehidrocolesterol ndo assegura fonte
suficiente de colecalciferol para as poedeiras. Assim, a suplementacao de vitamina
D, nas ragbes torna-se imprescindivel (Rodrigues et al., 2005). Outro fato, que
deve ser considerado refere-se a progressiva diminuicdo na habilidade do figado
em hidroxilar a vitamina D, em 25(0OH)D, com o avancar da idade (Carvalho &
Fernandes, 2013), resultando em inadequada producéo de 1,25(0OH),D..

Nos ossos, o 1,25(0OH),D, atua no desenvolvimento da placa de crescimento,
formacao, reabsorcéo eremodelagem. Ainda, age em sinergismo como paratorménio,
mobilizando Ca e P, mediante indugcao de diferenciacao de células precursoras em
osteoclastos; nos osteoblastos maduros, aumentando a expressdo da fosfatase
alcalina, e de proteinas nao colagenosas — osteocalcina e osteopontina (Moreira et
al., 2004; Menezes Filho et al., 2008; Dantas et al., 2009; Marques et al., 2010) e na
inibicdo da sintese de colageno tipo | (CASTRO, 2011).

Destaforma, objetivou-se avaliar aresisténcia a quebra e acomposicao orgénica
e mineral de tibias e fémures de codornas japonesas em postura alimentadas com
ragbes contendo suplemento de 1,25-dihidroxivitamina-D,-glicosideo de origem
vegetal.

2| MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de Avicultura do Departamento de
Zootecnia (DZO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vicosa-MG, com
duracéo de 63 dias (irés periodos de 21 dias). O projeto obteve Registro no Comité
de Etica para Uso de Animais de Produgédo — CEUAP, DZO/UFV - n°.: 82/2013.

Foram utilizadas 180 codornas (Coturnix coturnix japonica), de 36 a 45
semanas de idade. O delineamento experimental foi em Blocos Casualizados (DBC),
sendo cinco tratamentos (0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 ug de 1,25-dihidroxivitamina
D, (1,25(0H),D,)/kg de racdo); com seis repeticbes de seis aves por unidade
experimental. O critério usado para a formacao dos blocos foi 0 peso das aves
(leves e pesadas). A densidade animal por unidade experimental foi de 141,66 cm?/
ave.

As racdes foram formuladas seguindo-se as recomendacdes de Rostagno et
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al., (2011). O produto comercial utilizado como fonte da vitamina D, ativa (10 ppm
de 1,25(0OH),D,/kg), de origem vegetal — Solanum glaucophyllum, foi incluso nas
racdes em substituicdo ao material inerte (areia), Tabela 1.

O fornecimento de luz foi de 17 horas diarias, sendo controlado por um relégio
automatico (timer), que permitiu o acender e o apagar das luzes durante o periodo
da noite, conforme o procedimento adotado em granjas comerciais.

Tratamentos (ug 1,25(0OH),D /kg de racéo) |

Ingredientes (kg) 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Milho 56,990 56,990 56,990 56,990 56,990
Farelo de soja 32,553 32,553 32,553 32,553 32,553
Oleo de soja 1,274 1,274 1,274 1,274 1,274
Calcario 6,802 6,802 6,802 6,802 6,802
Fosfato bicélcico 1,071 1,071 1,071 1,071 1,071

Sal 0,323 0,323 0,323 0,323 0,323
Lisina-HCI 0,193 0,193 0,193 0,193 0,193
DL-metionina 0,372 0,372 0,372 0,372 0,372
L-triptofano 0,013 0,013 0,013 0,013 0,013
L-arginina 0,049 0,049 0,049 0,049 0,049
Premix vitaminico' 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
Premix mineral? 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
Cloreto de colina 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
Antioxidante?® 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
f‘;‘;‘iﬁ'ﬁ droxivitamina-D. 0,000  0,0025 0,005 00075 0,010
Inerte® 0,100 0,098 0,095 0,093 0,090
Total (kg) 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Composicéao Calculada

Proteina bruta (%) 19,70 19,70 19,70 19,70 19,70
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2800 2800 2800 2800 2800

Célcio 2,922 2,922 2,922 2,922 2,922
Fosforo disponivel (%) 0,304 0,304 0,304 0,304 0,304
Sodio (%) 0,146 0,146 0,146 0,146 0,146
Lisina digestivel (%) 1,097 1,097 1,097 1,097 1,097
Metionina+ Cistina digestivel (%) 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900
Treonina digestivel (%) 0,665 0,665 0,665 0,665 0,665
Triptofano digestivel (%) 0,230 0,230 0,230 0,230 0,230
Arginina digestivel (%) 1,273 1,273 1,273 1,273 1,273
Valina digestivel (%) 0,829 0,829 0,829 0,829 0,829
Isoleucina digestivel (%) 0,762 0,762 0,762 0,762 0,762
Glicina+ Serina digestivel (%) 1,634 1,619 1,619 1,619 1,634
Leucina digestivel (%) 1,537 1,537 1,537 1,537 1,537
Acido linoleico (%) 2,048 2,048 2,048 2,048 2,048
Fibra bruta (%) 2,711 2,711 2,711 2,711 2,711

Tabela 1. Composicao das ragbes experimentais, na matéria natural

'Composigéo/kg de produto: Vit. A: 12.000.000 U.1., Vit. D,: 3.600.000 U.1., Vit. E: 3.500 U.I, Acido nicotinico:
40.000 mg, Acido pantoténico: 12.000 mg, Vit. B,,: 20.000 mg, Vit. B,: 8.000 mg, Vit. B,: 5.000 mg, Vit. K: 3.000
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mg, Vit. B,: 2.500 mg, Acido félico: 1.500mg, Biotina: 200 mg, Veiculo g.s.p.: 1.000 g. 2Composicéo/kg de produto:
Manganés: 160 g, Ferro: 100 g, Zinco: 100 g, Cobre: 20 g, Cobalto: 2 g, lodo: 2 g, Selénio: 150 mg, Veiculo
g.s.p.: 1000 g. *Butil-hidroxi-tolueno, 99%. “Produto comercial, fonte de vitamina D, ativa de origem vegetal —
Solanum glaucophyllum, contendo 10 ppm de 1,25(0OH),D,/kg de produto. °Areia

Na 472. semana de idade, uma ave/repeticao foi pesada, sacrificada por sangria
e tiveram as tibias (30 pares) e os fémures (30 pares) removidos. Os ossos foram
limpos de todo tecido aderente, identificados e congelados (-20°C). As analises
da composicao orgénica e mineral dos ossos foram realizadas no Laboratério de
Bioquimica Animal (LBA), do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
(DBB) da UFV.

Nos ossos in natura, procedeu-se a retirada de todo tecido aderente, com
auxilio de tesouras e pingas, pesagem em balanga analitica (+0,0001g), bem como
as mensuracdes dos diametros (horizontal e vertical) e do comprimento (mm)
usando paquimetro digital (Mitutoyo® 0-150mm, precisao 0,001mm). Dividindo-se
o0 peso do 0sso (mg) pelo seu comprimento (mm), foi calculado o indice de Seedor
(SEEDOR et al., 1991).

As tibias e os fémures direitos foram usados na determinacéo da resisténcia
a quebra, sendo descongelados até a temperatura ambiente e, posteriormente,
submetidos a um ensaio de flexdo, com o uso de uma maquina universal de ensaios
mecanicos Contenco, capacidade de 10 T (UMC 100®). Todos os ossos foram
testados na mesma posicao, com as suas extremidades apoiadas em dois suportes
apropriadamente afastados de acordo com o comprimento, sendo a carga aplicada
no centro (regido da diafise do 0sso), seguindo-se especificagbes da Sociedade
Americana de Engenharia Agricola (ASAE S459, 1998). A distancia entre os apoios
(vao) utilizada foi de 2,20 cm para os fémures, 2,53 cm para os tibiotarsos, e a
velocidade foi de 2,00 mm/min. O momento da ruptura do osso foi registrado em
quilograma forga (kgf).

ApGs a obtencao da resisténcia, os ossos foram cortados longitudinalmente,
sendo removida a medula 6ssea com jatos de agua destilada. Em seguida, foram
desengordurados com éter de petrdleo, em aparelho Soxhlet, por quatro horas,
para a determinacdo das concentracdes de proteinas colagenosas (PC) e nao
colagenosas (PNC), conforme proposto por Barbosa et al., (2010). Os ossos foram
desmineralizados com solucao de sal dissodico de 4cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) para extracao de PNC. O fim da extracao foi confirmado com acido oxalico,
que permitiu identificar a desmineralizagcdo completa. As PNC foram quantificadas
pelo método de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina como padréo.

Depois de desengordurados e desmineralizados, os ossos foram lavados
exaustivamente com agua destilada e deionizada para retirada do EDTA e entéo
usados para determinacao de PC, utilizando o método de Kjedalhl para estimar o
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nitrogénio total (NT). O teor de PC foi obtido, multiplicando-se o NT pelo fator 6,25
(Silva & Queiroz, 2006). Os percentuais das proteinas désseas foram calculados em
relacdo ao peso seco do 0sso seco e desengordurado.

Para a determinacdo do conteudo mineral, as tibias e os fémures esquerdos
foram descongelados e submetidos a estufa 105°C por seis horas, e em seguida,
desengordurados com éter de petrdleo, em aparelho Soxhlet, por quatro horas,
sendo entdo obtidos os pesos secos e desengordurados dos 0ssos. Posteriormente,
foram calcinados em mufla a 600°C, por um periodo de seis horas, para mensuracao
dos teores de cinzas e posterior preparo de solucdo mineral (via seca), seguindo-se
a metodologia de Silva & Queiroz (2006).

O teor de Ca nas cinzas dos ossos foi determinado por espectrometria de
absorcao atbmica, e o de P por colorimetria. Os valores percentuais dos minerais
foram expressos em relacé&o ao peso do 0sso seco e desengordurado (Barbosa et
al., 2010). A relacao célcio:fésforo (Ca:P) foi obtida dividindo-se a percentagem de
Ca pela de P nas cinzas.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e regressao,
considerando o nivel de 5,0% de probabilidade. Quando a regressao nao foi
significativa, optou-se pela aplicacao de teste de comparacao de médias (Student-
Newman-Keuls ou teste t), seguindo as recomendacdes de Sampaio (2010). As
analises foram realizadas utilizando o software SISVAR, versao 5.6 (Build 86), de
analises estatisticas e planejamento de experimento (FERREIRA, 2014).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os pesos in natura, comprimentos, diametros horizontais e indice de Seedor
das tibias e fémures esquerdos das codornas japonesas nao foram influenciados
pela suplementagdo com 1,25-dihidroxivitamina-D, (Tabela 1). Possivelmente as
aves foram capazes de metabolizar suficiente 1,25(0OH),D, a partir do colecalciferol
dietético, e/ou utilizar a quantidade adicional do referido metabdlito na manutencéao

Ossea.

V’ar_iével Osso pg 1,25-dihidroxivitamina-D,/ kg de racédo cv
Tibias 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 (%)
Peso da ave (g)™ - 221,16 222,70 217,32 216,71 218,77 5,31
Peso in natura (g)™ TD 0,83 0,84 0,79 0,84 0,78 13,03
Peso in natura (g)" TE 0,80 0,81 0,77 0,77 0,78 13,87
Comprimento (mm)"s TD 51,20 50,19 49,84 51,24 50,14 3,13
Comprimento (mm)"s TE 50,91 50,48 49,44 49,45 50,02 4,45
indice Seedor TD 15,88 16,64 15,73 16,51 15,61 11,34
indice Seedorn TE 15,78 16,04 16,00 15,83 16,01 10,20
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Diametro horizontal (mm)"s TD 2,68 2,82 2,65 2,77 2,69 8,03

Diametro horizontal (mm)"s TE 2,77 2,78 2,65 2,85 2,75 5,17
Diametro vertical (mm)ns TD 2,74 2,93 2,68 2,82 2,69 6,42
Diametro vertical (mm)"s TE 2,91 2,92 2,77 3,05 2,94 9,53
Resisténcia a quebra (kgf)'* TD 3,33ab 3,50ab 450a 2,75b 3,58ab 30,73
Fémures

Peso in natura (g)™ FD 0,74 0,83 0,75 0,63 0,77 20,85
Peso in natura (g)" FE 0,68 0,80 0,79 0,74 0,71 11,53
Comprimento (mm)"s FD 41,46 41,59 40,54 41,42 41,32 2,67
Comprimento (mm)ns FE 41,04 41,16 41,03 41,50 41,59 3,69
indice Seedor ™ FD 17,81 19,84 18,45 18,31 18,75 10,32
indice Seedor™ FE 16,51 19,42 19,33 17,91 17,09 10,03
Diametro horizontal (mm)"s FD 3,04 3,24 3,00 3,17 3,04 5,29
Diametro horizontal (mm)"s FE 3,04 3,15 2,94 3,12 2,91 4,79
Diametro vertical (mm)* FD 293b 3,14 ab 3,01b 3,25a 2,94b 5,20
Diametro vertical (mm) * FE 3,12ab 3,19ab 3,09ab 3,33a 2,98 b 6,37
Resisténcia a quebra (kgf)" FD 2,33 3,17 3,80 2,20 3,40 33,34

Tabela 1. Peso in natura, comprimento, didmetros, indice Seedor e resisténcia & quebra dos
0ssos de codornas japonesas alimentadas com ragao contendo 1,25-dihidroxivitamina-D-
glicosideo de origem vegetal

TD = tibia direita; TE = tibia esquerda; FD = fémur direito; FE = fémur esquerdo; CV = coeficiente de variagéo;
ns = nao significativo (p>0,05). "*Médias seguidas de mesma letra na linha, n&o diferem entre si, pelo Teste t
(p>0,05). *“Médias seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem entre si, pelo Teste Student-Newman-Keuls —
SNK (p>0,05).

Os diametros verticais dos fémures (direitos e esquerdos) foram alterados
com a adigéo da vitamina D, ativa (p<0,05), sendo os maiores valores observados
em 0,75 ug de 1,25(0OH),D /kg de ragéo. A resisténcia a quebra (RQ) das tibias
direitas foi influenciada com o acréscimo de 1,25(0OH),D, nas ragbes (p<0,05). O
fornecimento de 0,50 yg de 1,25(0OH),D, mostrou-se a melhor opgéo, pois aumentou
em mais de 20% a RQ, em relagdo aos demais tratamentos. Frost & Roland (1990)
também verificaram aumento na RQ de tibias de poedeiras Hy-line W36, com 65
semanas de idade, alimentadas com suplemento de 1,25(0OH),D, (0,0, 0,5 e 1,0 ug)
nas racoes.

Os resultados para RQ observados neste estudo estdo de acordo com os
descritos por Bachmann et al. (2013), que estudaram a adicdo de 1,25(0OH),D,
proveniente de folhas secas de Solanum glaucophyllum — SG (10 ug), de extratos
purificados (9,50 pg e 37,90 ug de 1,25(0OH),D,), e do metabdlito de origem sintética
(5,0 ug de 1,25(0OH),D,) nas ragGes para frangos de corte. Os pesquisadores
relataram que a resisténcia a ruptura, bem como a rigidez das tibias, foram maiores
para os tratamentos com adi¢cdo do metabdlito, quando comparado ao controle. As
folhas de SG apresentaram valores semelhantes aqueles com uso de vitamina D,
sintética.

O indice de Seedor (IS) é utilizado como indicativo da densidade 6ssea, de
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modo que, quanto maior esse indice, maior a densidade da peca e vice-versa. Nao
foram constatadas quaisquer alteracdes nos valores de IS dos ossos estudados,
tais resultados indicam a integridade no preenchimento da matriz organica 6ssea.
Rivera et al., (2014) estudaram diferentes combinagcdes de niveis de Ca e P e
suplemento de vitamina D, e 25(0OH)D, para poedeiras leves de 24 a 40 semanas
de idade. Os autores relataram maior densitometria radiografica nas tibias das aves
alimentadas com 3,8% de Ca, 0,36% P e adicao de 25(0OH)D,, como fonte isolada
da vitamina D.

Os pesos secos e desengordurados (PSD), bem como os valores de proteinas
ndo colagenosas (PNC) dos ossos avaliados ndo foram alterados em funcéo do
incremento dietético de vitamina D, ativa (Tabela 2). Ao contrario do observado
para a fracao insoluvel em EDTA (PC) e quantidade de proteinas dsseas totais — PT
(p<0,05).

Nas tibias, os menores percentuais de PC e PT foram observados no
fornecimento de 0,50 pg de 1,25(0OH),D./kg de rag&o, de modo similar ao observado
nos fémures.

A osteocalcina representa 10 a 20% do total das PNC, e sua sintese é
aumentada pelo 1,25(0OH),D, (Avolio et al., 2008; Araujo et al., 2012). Entretanto,
isso néo foi verificado, indicando que ndo houve desequilibrio metabdlico a ponto
de interferir nessa variavel nas condi¢cdes avaliadas. As PNC contribuem para uma
variedade de fung¢des no 0sso, tais como a estabilizacdo da matriz, calcificacao e
outras atividades regulatorias do metabolismo. As Gla-proteinas, que compdéem parte
das PNC podem inibir a mineralizacdo éssea ou estimular a acdo dos osteoclastos
(Araujo et al., 2011).

Variavel Osso pg 1,25-dihidroxivitamina-D,/ kg de racéo Ccv
Tibias 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 (%)
PSD' (g)™ TD 0,42 0,46 0,49 0,41 0,44 17,24
PNC?2 (%) TD 0,53 0,45 0,53 0,57 0,48 14,27
PC3 (%)* TD 24,02a 22,51ab 20,37b 22,81ab 22,19ab 8,94
PT* (%)* TD 2455a 2296ab 20,90b 23,38ab 22,67 ab 8,71
Fémures
PSD! (g)™ FD 0,36 0,41 0,45 0,37 0,42 16,86
PNC2 (%) FD 0,61 0,52 0,48 0,59 0,51 23,70
PC3 (%)* FD 2598a 22,53ab 19,39b 2493a 24,09 a 11,29
PT* (%)* FD 26,59a 23,05ab 19,87b 2552a 24,60 a 11,35

Tabela 2. Peso seco e desengordurado, percentuais de proteinas nao colagenosas,
colagenosas e totais nos 0ssos codornas japonesas em postura alimentadas com racéo
contendo 1,25-dihidroxivitamina-D,-glicosideo de origem vegetal

'PSD = peso seco e desengordurado; 2PNC = proteinas ndo colagenosas; *PC = proteinas colagenosas; *PT
= proteinas totais; TD = tibia direita; FD = fémur direito; CV = coeficiente de variacéo; ns = nao significativo
(p>0,05). *“Médias seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem entre si, pelo Teste Student-Newman-Keuls —

SNK (p>0,05).
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No que se refere ao conteudo mineral, as quantidades de Ca, P e a relacéo
Ca:P nos o0ssos das codornas japonesas néo foram influenciados pelo suplemento
de 1,25(0OH),D, (Tabela 3). Os resultados da composi¢éo inorgéanica corroboram
com os observados para PNC, denotando nao modificagcdo da matriz 6ssea.

Va’rie_'lvel Osso ug 1,25-dihidroxivitamina-D,/ kg de racéo cv
Tibias 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 (%)
PSD' (g)" TE 0,42 0,44 0,44 0,39 0,44 14,75
Cinzas (g)™ TE 0,1794 0,1869 0,1734 0,1666 0,1805 14,14
Cinzas (%)™ TE 43,29 42,13 39,42 42,62 41,63 6,87
Calcio (%)™ TE 33,30 37,98 34,98 34,66 29,44 15,73
Fosforo (%) TE 14,29 15,34 14,78 14,90 12,22 12,83
Ca:Prs TE 2,33 2,47 2,34 2,33 2,40 7,54
Fémures
PSD' (g)" FE 0,34 0,38 0,45 0,34 0,39 23,18
Cinzas (g)™ FE 0,1504 0,1536 0,1710 0,1406 0,1500 16,85
Cinzas (%) FE 43,71 42,40 38,26 42,02 39,57 9,79

Tabela 3. Contetdo mineral nos 0ssos de codornas japonesas em postura alimentadas com
ragéo contendo 1,25-dihidroxivitamina-D,-glicosideo de origem vegetal

'"PSD = peso seco e desengordurado; TE = tibia esquerda; FE = fémur esquerdo; CV = coeficiente de variagdo;
ns = nao significativo (p>0,05). *Médias seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem entre si, pelo Teste
Student-Newman-Keuls — SNK (p>0,05).

As relacbes Ca:P observadas nesse experimento foram préximas da relatada
por Thorp & Waddington (1997) e Field (2000) como 6tima para normal mineralizagao
dos ossos, de 2:1. De acordo com Han et al., (2015) o metabolismo da vitamina D
influencia-se pelas quantidades de Ca e P nas dietas. Sheikhlar & Navid (2009)
investigaram as caracteristicas 6sseas de codornas de corte até trés semanas de
idade, que receberam dietas com adig¢éo de 1,25(0OH),D, e deficientes em Ca (0,71%)
ePy (0,37%) e constataram que 6,5 pyg do metabdlito aumentou a concentragcao de
cinzas e Ca nos 0ssos das aves.

Embora os valores de Ca (2,92%) e P disp (0,30%) ofertados nas racdes estarem
em conformidade com o preconizado para o atendimento das exigéncias dessas
aves, nao foi verificada alteracéo nos valores das cinzas e minerais, em funcédo do
fornecimento adicional do 1,25(0OH),D,. Desse modo, pode-se inferir que 0 maximo

valor suplementar (1,0 pyg) néo foi suficiente para promover maior retencéo mineral.

41 CONCLUSOES

A composicado organica (PC e PT) e a resisténcia a quebra dos ossos de
codornas japonesas com 47 semanas de idade alteraram-se com o suplemento
de 1,25(0OH),D,-glicosideo de origem vegetal. Entretanto, ndo houve modificagao
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da qualidade 6ssea das aves, uma vez que a composicao mineral (cinzas, Ca e P,
Ca:P), a densidade (IS) e as fragdes soluveis em EDTA (PNC) néo se modificaram.
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CAPITULO 5

IDENTIFICACAO DA QOMPOSIQAO GENETICA
E CARACTERIZACAO FENOTIPICA DA RACA
GIROLANDO NO ESTADO DO AMAZONAS

Léo Fernando de Faria Salgado
Universidade Brasil, Programa de P6s-Graduagéo
em Producédo Animal, Descalvado — Sdo Paulo

RESUMO: Os objetivos do estudo consistiram
em identificar a frequéncia dos grupos genéticos
e caracterizar o fenotipo do grupo genético
2 Holandés + 2 Gir da ragca Girolando em
Rebanhos Nao Certificados (RNC) realizando
analises comparativas em relacdo aos
Rebanhos Certificados (RC) pela Associacéo
Brasileira dos Criadores de Girolando no
Estado do Amazonas. Os dados foram obtidos
a partir de analises de relatorios de genealogia
dos RC e de avaliagdes visuais morfoldgicas
nos RNC. Nos RC constatou-se uma frequéncia
maior dos grupos genéticos % Holandés + '
Gir e ’/; Holandés + '/, Gir em relagéo aos RNC,
apresentando um percentual maior do grupo
genético %2 Holandés + %2 Gir em relagcdo aos
RC. As médias, desvios-padrao e coeficientes
de variacdo para as caracteristicas avaliadas
nos RC foram: 27,45+1,77 (6,4%), 16,26+1,22
(7,5%), 24,58+2,4 (10,3%), 12,49+0,88 (7,0%),
apresentando superiores e com uma menor
variacdo em relagdo as caracteristicas dos
RNC. O grupo genético %2 Holandés + V2 Gir dos
RC obteve 60,52% nas classificacées de tipo
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BOM, BOM PARA + e MUITO BOM e 11,58%
na classificacdo REGULAR. Ao contrario dos
RNC que obteve 19,81% nas classificacdes
BOM, BOM PARA + e MUITO BOM e 43,25%
na classificacdo REGULAR. Verificou-se que
a diversidade de grupos genéticos dificulta a
implantagéo dos manejos nutricional e sanitario
e o0 grupo genético 2 Holandés + V2 Gir dos RC
foram melhores caracterizados.
PALAVRAS-CHAVE: Fendétipo, Melhoramento
animal, Grupo genético.

IDENTIFICATION OF GENETIC
COMPOSITION AND PHENOTYPIC
CHARACTERIZATION OF THE GIROLANDO
RACE IN THE STATE OF AMAZONAS

ABSTRACT: The objectives of the study were to
identify the frequency of genetic groups and to
characterize the phenotype of the genetic group
2 Dutch + 2 Gir of the Girolando breed in Non
Certified Herds (RNC) performing comparative
analyzesinrelationto Certified Herds (RC) by the
Brazilian Association of Breeders Of Girolando
in the State of Amazonas. Data were obtained
from analyzes of RC genealogy reports and
morphological visual evaluations in RNC. In the
RC, a higher frequency of the genetic groups 3
Dutch + % Gir and 7/, Dutch + '/, Gir in relation to
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the RNC was observed, presenting a higher percentage of the genetic group %2 Dutch
+ %2 Gir in relation to CR. The means, standard deviations and coefficients of variation
for the characteristics evaluated in CR were: 27.45 +1.77 (6.4%), 16.26 = 1.22 (7.5%),
24.58 +2.4 (10.3%), 12.49 + 0.88 (7.0%), presenting higher and with a lower variation
in relation to the RNC characteristics. The genetic group %2 Dutch + %2 Gir of the RC
obtained 60,52% in the classifications of type GOOD, GOOD FOR + and VERY GOOD
and 11,58% in the REGULAR classification. Unlike the RNC that obtained 19.81% in
the GOOD, GOOD FOR + and VERY GOOD ratings and 43.25% in the REGULAR
classification. It was verified that the diversity of genetic groups makes difficult the
implantation of nutritional and sanitary management and the genetic group %2 Dutch +
2 Gir of RC were better characterized.

KEYWORDS: Phenotype; Animal breeding; Genetic group.

11 INTRODUCAO

Nos sistemas de producgao sob condigcdes tropicais, tem-se utilizado em larga
escala o cruzamento de ragas zebuinas, que apresentam excelente adaptacao as
condi¢des tropicais, com racas de origem europeia, especializadas em producéo
de leite. Isso ocorre, geralmente, em razdo de sérios problemas de adaptacéo dos
animais puros de racas especializadas sob condi¢bes tropicais, como estresse
térmico, baixa qualidade dos alimentos, manejo inadequado, parasitas, entre
outros, que, em muitos casos, inviabilizam o sistema de producao (FACO et al.,
2005). No entanto, os autores destacam que antes da definicao dos cruzamentos a
ser implementados, é preciso uma analise das condi¢cdes do ambiente, em especial
as econdémicas.

Nesse contexto, RUAS et al. (2004) afirmam que para obter produtos e/
ou animais com eficiéncia maior em uma determinada regido deve-se levar em
consideracdo o grau de utilizacdo dos recursos genéticos e dos ambientes
disponiveis, bem como de possiveis interagdes entre eles.

O Girolando, raca sintética resultante desta pratica, teve sua formac¢éo motivada
pela busca da conciliagdo da capacidade produtiva do Holandés com a rusticidade
e longevidade do Gir Leiteiro, conhecida por sua versatilidade e diversidade de
grupos genéticos: %4 Holandés + 3 Gir, °/; Holandés + °/; Gir, %2 Holandés + %2 Gir,
°/, Holandés + °/; Gir, 3% Holandés + "4 Gir, '/, Holandés + '/, Gir e o Puro Sintético
(bi-mestigo °/, Holandés + %/, Gir), o que proporciona ao criador fazer escolhas de
acordo com o seu sistema de producédo (ABCG, 2014).

A escolha e classificacdo dos animais domésticos com base na forma e na
aparéncia vém sendo utilizada pelo homem como ferramenta de selecao a centenas
de anos (PEREIRA, 2012).

Biociéncia Animal Capitulo 5




FILHO et al. (2003) complementam que a avaliagdo visual empirica pode ser
utilizada como preceito na comercializacao e descarte dos animais, concessao de
registros genealbgicos, em julgamentos comparativos nas pistas de exposicoes
agropecuarias e em acasalamentos dirigidos, no qual muitos profissionais analisam
o exterior dos animais em complemento com dados de genealogia, desempenho
fenotipico e em avaliacbes genéticas.

O fendtipo, isto é, a expressao de caracteristicas dos individuos é resultado do
patriménio genético que aquele animal possui o chamado gendétipo. A manifestacao
fenotipica para determinada caracteristica é o resultado da acao do genétipo e do
ambiente (BODO, 1990; RIBEIRO, 2004). Entretanto, quando se consideram varios
ambientes, pode-se detectar um componente adicional, causado pela interacéao
gendtipo x ambiente. Sua avaliagao é de grande importédncia no melhoramento
genético, pois ela pode indicar que o melhor genétipo em um ambiente n&o o ser no
outro (CRUZ, REGAZZI, 1994), (CRUZ, REGAZZI, 2001).

Diante dessa realidade existe uma necessidade da utilizagao de técnicas para
identificacdo dos padrdes morfologicos dos grupos genéticos da raga Girolando
no sentido de adequar o manejo e a nutricao dos animais de acordo com o nivel
tecnoldgico do sistema de producdo e sensibilizar quanto a importancia de se
efetuar avaliagdes fenotipicas que orientam na obtengdo, selecdo e cruzamentos
gerando subsidios no processo de implantacdo de programas de melhoramento
genético dos animais, principalmente, o grupo genético %2 Holandés + 2 Gir, que
possui caracteristicas funcionais para um modelo sustentavel ao encontro com a
realidade regional contribuindo para um avango importante no caminho do processo
produtivo e, consequentemente, possibilitando o0 aumento da renda dos produtores.

Esta pesquisa teve como objetivos identificar a frequéncia dos diferentes graus
de sangue e caracterizar o fenétipo do grupo genético ¥ Holandés + Y2 Gir da raca
Girolando em sistemas de producéao tradicionais com Rebanhos Nao Certificados
(RNC) realizando analises comparativas em relagcdo aos Rebanhos Certificados
(RC) pela Associacéo Brasileira dos Criadores de Girolando - ABCG no Estado do

Amazonas.

2| MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada em propriedades leiteiras com sistemas de producéao
tradicionais com Rebanhos Nao Certificados (RNC) e Rebanhos Certificados pela
Associacéao Brasileira dos Criadores de Girolando - ABCG no Estado do Amazonas
durante o periodo de agosto a dezembro de 2014.

O presente estudo caracteriza-se pesquisa observacional descritiva de carater
prospectivo, fundamentado em dados primarios e secundarios.
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A pesquisa foi realizada em 12 propriedades com sistemas de producéo de
leite escolhidos aleatoriamente, sendo seis identificados como Rebanhos Nao
Certificados (RNC) e seis rebanhos identificados como Rebanhos Certificados (RC).
Os animais que participaram da pesquisa foram 936 fémeas adultas, que estavam
em lactacéo.

Primeiramente, para diferenciacdo dos grupos genéticos foram utilizadas
observagdes visuais conforme os padrdes morfolégicos para cada grau de sangue,
segundo o Regulamento do Servico de Registro Genealdgico da Raca Girolando.

Paralelamente, para estimar a adaptacao dos grupos genéticos aos sistemas
de producdo dos Rebanhos Nao Certificados (RNC) foram feitas observacdes
visuais quanto a auséncia de tetas, presenca de afeccbes nos cascos, nivel de
infestacdo de carrapatos (baixo, médio, alto) e a condicédo corporal dos animais
determinada pela observacéao visual da cobertura muscular e de gordura da garupa
da vaca através de escores corporais de 1 a 5 (1- vaca muito magra, 2- vaca magra,
3- vaca regular, 4- vaca boa, 5-vaca gorda).

Os seis sistemas de producdo dos Rebanhos N&o Certificados (RNC) foram
enquadrados de acordo com o nivel tecnolégico do manejo: baixo e médio, sendo
0s grupos compostos por 4 e 2 rebanhos, respectivamente. Os critérios usados
para o enquadramento foram:

1- nivel tecnolbgico alto: sistemas de producdo que possuam ordenhadeira
mecanica do tipo leite canalizado, altos investimentos em maquinas e implementos
agricolas e instalacdes sofisticadas;

2- nivel tecnolégico médio: sistemas de producédo que possuam ordenhadeira
mecanica do tipo balde ao pé e com médio investimento em maquinas, implementos
agricolas e instalacées;

3- nivel tecnoldgico baixo: sistemas de producao que ndo possuam maquinas,
implementos agricolas e ordenhadeira mecénica e com pequeno investimento em
instalacoes.

Para avaliacdo fenotipica do grupo genético 2 Holandés + %2 Gir, foram
contempladas na coleta de dados variaveis referentes as seguintes caracteristicas
fenotipicas: Aparéncia Geral (AG): Feminilidade, cabeca, pescoc¢o, cernelha, dorso
e lombo, garupa, cauda, pele e pigmentacdo — 34 pontos; Capacidade Corporal
(CC): térax, costado, flanco e ventre — 18 pontos; Caracteristicas Leiteiras (CL):
ubere, ligamento anterior, ligamento posterior, piso, tetas e veias mamarias — 34
pontos; Aparelho Reprodutor e Aprumos (AR/A): vulva, membros anteriores e
membros posteriores — 14 pontos, para o enquadramento no padrao da Categoria
de Cruzamentos sob Controle de Genealogia (CCG), com exigéncia minima de 65
pontos, onde foi utilizada uma tabela de pontos para classificacdo de tipo da raca

Girolando.
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A Associacédo Brasileira dos Criadores de Girolando (ABCG) forneceu as
informacdes da frequéncia dos grupos genéticos e das avaliacdes das caracteristicas
fenotipicas e classificacdes de tipo das fémeas adultas do grupo genético -
Holandés + 2 Gir referentes aos Rebanhos Certificados (RC).

Os dados foram submetidos ao teste t Student nédo pareado a 0,01% de
probabilidade (p < 0,0001). Utilizou-se o Software Estatistico Action Stat (verséo
3.1, Consultoria Estatistica e Qualidade — Estatcamp, Brasil).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos Rebanhos Certificados (RC), os mais frequentes foram os grupos genéticos
% Holandés + % Gir, ¥ Holandés + 2 Gir e ¥4 Holandés + 3 Gir, respectivamente,
e nos Rebanhos Nao Certificados (RNC), o mais frequente foi o grupo genético V2
Holandés + 2 Gir (Tabela 1).

Rebanhos Certificados (RC) Rebanhos Nao Certificados (RNC)

Grupo Genético N° de Animais (%) MN? de Animais (%)

Y4 Hol + 34 Gir 41 5,86 20 8,40
% Hol + % Gir 126 18,05 14 5,88
Y2 Hol + % Gir 190 27,23 111 46,64
% Hol + 34 Gir 31 4,44 32 13,45
% Hol + 4 Gir 235 33,67 57 23,95
Y Hol + % Gir 75 10,75 04 1,68
Total 698 100,00 238 100,00

Tabela 1 — Distribuicdo da frequéncia dos grupos genéticos da raga Girolando nos Rebanhos
Certificados (RC) e Rebanhos Nao Certificados (RNC).

Fonte: Elaborado pelo autor

Esses resultados da frequéncia dos grupos genéticos dos Rebanhos
Certificados (RC) e dos Rebanhos Nao Certificados (RNC) estdo em consonéancia
com LEMOS et al. (1992) quando afirmam que existe uma multiplicidade de graus
de sangue dificultando a adequacé&o do manejo e da nutricdo dos rebanhos.

Nos Rebanhos Certificados (RC) foi observada uma maior ocorréncia dos
grupos genéticos % Holandés + ' Gir e ’/, Holandés + '/; Gir com 235 (33,67%) e
75 (10,75%), respectivamente, em relacdo aos Rebanhos Nao Certificados (RNC)
qgue se constatou uma frequéncia de 57 (23,95%) do grupo genético % Holandés +
a Gir e 04 (1,68%) do grupo genético ’/; Holandés + '/, Gir.

Em sintese sao grupos genéticos com maiores dificuldades de adaptacéo ao
clima tropical e condicdes adversas presentes nos sistemas de producéo tradicionais
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(MADALENA, 1998).

E possivel que essa maior ocorréncia desses genétipos se justifique pelo fato
dos sistemas de producdo dos Rebanhos Certificados (RC) manterem modelos
produtivistas proporcionando uma zona de conforto e, consequentemente,
melhorando o bem estar dos genétipos com maior percentual de sangue da raga
holandesa proporcionando uma maior resposta na producéao (MATOS, 2000).

Nos Rebanhos Nao Certificados (RNC) foi observado um percentual maior,
46,64%, do grupo genético Y- em relagdo ao percentual de 27,23% nos Rebanhos
Certificados (RC).

Este percentual maior do grupo genético > Holandés + %2 Gir consiste na
melhor adaptacédo ao ambiente tropical e aos sistemas de produgcdo com niveis
tecnologicos baixos e médios, sistemas considerados tradicionais na pecuéria
leiteira (Tabela 2).

REBANHOS NAQ CERTIFICADOS (RNC)
Niveis dos Manejos

Baixo Médio
Grupos Genéticos Y % YV % W T o % Y % W T
Infes. de carrapatos B* B B M2 M A B B B B B M
Afeccdes nos cascos® £ -1 3 4 - - - - 1 3 -
Auséncia de tetas* - - - 2 4 - - - - -2 -
Escores corporais® 3-4 34 34 2-3 2-3 1-2 4-5 4-5 4-5 3-4 3-4 2-5

Tabela 2 — Infestacao de carrapatos, afec¢des nos cascos, auséncia de tetas e escores
corporais observados para estimar a adaptacao dos grupos genéticos aos sistemas de
producgéo de acordo com os niveis tecnoldgicos nos Rebanhos Nao Certificados (RNC).

Fonte: Elaborado pelo autor

Nivel tecnoldgico baixo: 04 rebanhos. Nivel tecnolégico médio: 02 rebanhos.
'A, alta infestagdo. 2M, média infestagdo. B, baixa infestagcdo. *, niumero de animais
com afecgbes nos cascos e auséncia de tetas. Sescores corporais, 1- vaca muito
magra; 2- vaca magra; 3- vaca regular; 4- vaca boa; 5-vaca gorda. 8-, auséncia de
casos.

LEMOS et al. (1997), RUAS et al. (2004) constataram que o grupo genético
%2 Holandés + %2 Gir tem maior resisténcia a infestacdo de parasitos e doencas e
nas condi¢cdes de pior manejo, a heterose encontrada em animais meio-sangue é
mais importante, ja que quanto mais adversa a condicdo de ambiente, maior é a
expressao da heterose.

As médias das variaveis das caracteristicas fenotipicas avaliadas nos
Rebanhos Certificados (RC) foram superiores as dos Rebanhos Néo Certificados
(RNC) demonstrando a importancia do uso das avalia¢des fenotipicas nos processos
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de obtencéo e selecdo dos animais (Tabela 3).

Rebanhos Certificados (RC)

Caracteristicas

Rebanhos Nao Certificados (RNC)

Fenotipicas (x +5) cv (%) (X £5s) cv (%)
AG! 27,45+1,77 6,40 26,78+1,70 6,30
Ccc? 16,26+1,22 7,50 14,44+1,38 9,60
CL® 24,58+2 44 10,30 23,62+3,42 13,90
AR/A® 12,49+0,88 7,00 11,19+1,10 9,80

'AG, aparéncia geral. 2CC, capacidade corporal. 3CL, caracteristicas leiteiras. “AR/A, aparelho

reprodutor e aprumos.

Fonte: Elaborado pelo autor

A Figura 1 demonstra diferencas significativas nas caracteristicas fenotipicas
dos Rebanhos Certificados (RC) em relacéo aos Rebanhos Nao Certificados (RNC).
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Figura 1 — Comparacéo das variareis entre os Rebanhos Certificados (RC) e os Rebanhos Néo
Certificados (RNC) por meio do teste t Student ndo pareado (p<0,0001).

Fonte: Elaborado pelo autor

Estes dados refletem a afirmacdo disposta por TORRES (1981) quando
alega que a escolha e classificagdo dos animais domésticos com base na sua
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conformacéo é uma ferramenta de seleg¢do utilizada pelo homem a centenas de
anos. Além disso, JORGE (2011) complementa que nos processos de negociacao
dos animais o produtor tendo bom conhecimento do padréo racial e produtivo leva
decisiva vantagem sobre aquele que n&o os tem.

MOURAO et al. (1996) obtiveram resultados semelhantes aos encontrados
nos Rebanhos Nao Certificados (RNC) envolvendo 137 fémeas %2 Holandés + %2
Gir que foram avaliadas por um técnico credenciado pela Associacdo Brasileira
dos Criadores de Girolando apresentando as seguintes médias e desvios-padrao:
26,64+1,04 para Aparéncia Geral (AG), 26,75+1,01 para Caracteristicas Leiteiras
(CL), 14,89+0,31 para Capacidade Corporal (CC) e 12,02+0,31 para Aparelho
Reprodutor e Aprumos (AR/A).

As variaveis referentes a Capacidade Corporal (CC), Caracteristicas Leiteiras
(CL) e Aparelho Reprodutor/Aprumos dos Rebanhos N&o Certificados (RNC)
apresentaram uma variacdo maior em relacdo as dos Rebanhos Certificados
(RC). Estes resultados permitiram constatar que os Rebanhos Certificados (RC)
sdo mais homogéneos nessas variaveis, consideradas caracteristicas importantes
nas avaliagdes, haja vista serem caracteristicas quantitativas de cunho produtivo,
funcional e de longevidade apresentando maior peso sobre as outras caracteristicas
que somadas acumulam 62 pontos do total de 100 pontos na avaliacdo. Neste
contexto, PEIXOTO et al. (1990) salienta que quanto menor a variagcdo das
caracteristicas dentro de uma populagcédo, maior e o grau de uniformizagdo por
processo seletivo, e vice versa. Andlises dessa natureza sdo usadas ha muito tempo,
em trabalhos de melhoramento e em julgamento de animais muito semelhantes.

Nos Rebanhos Certificados (RC), as fémeas Y2 Holandés + %2 Gir classificadas
como BOM PARA +, MUITO BOM e OTIMO somaram um percentual de 60,52%
e as classificadas como REGULARES apresentaram um percentual de 11,58%.
Entretanto, nos Rebanhos Nao Certificados (RNC), as fémeas %2 Holandés + %2 Gir
classificadas como BOM PARA +, MUITO BOM e OTIMO somaram 19,81% e as
classificadas como REGULARES apresentaram um percentual de 43,25% (Tabela
4).
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Rebanhos Certificados (RC) Rebanhos Néo Certificados (RNC)
Classificagao de

Tipo N° de animais (%) N? de animais (%)
REGULAR 22 11,58 48 43,25
BOM 53 27.90 H 36.93
BOM PARA + 69 36,32 16 14,41
MUITO BOM 42 22,10 06 541
OTIMO 04 2,10 - -
EXCELENTE - - - -
TOTAL 190 10,00 111 100,00

Tabela 4 — Frequéncia das Classificagcdes de Tipo do grupo genético %2 Holandés + ¥2 Gir nos
Rebanhos Certificados (RC) e Rebanhos Néo Certificados (RNC).

Fonte: Elaborado pelo autor

Estes resultados gerados nos Rebanhos Certificados (RC) demonstram que a
maioria dos animais ficou concentrada nas classificagdes mais altas, consequéncia
do trabalho da selecdo e do melhoramento genético da Associacado Brasileira dos
Criadores do Girolando — ABCG.

41 CONCLUSAO

Com base nos resultados desta pesquisa, pode-se concluir que:

1. Foram identificados todos os grupos genéticos ('/,, %/, '/,, °/,, °/, e ’/,) da raga
Girolando nos Rebanhos Nao Certificados (RNC);

2. A diversidade de grupos genéticos dificulta adequar praticas sanitarias e
nutricionais nos sistemas de producéo tradicionais;

3. Nos Rebanhos Certificados (RC), verificou-se uma frequéncia maior dos
grupos genéticos % Holandés + % Gir e 7/, Holandés + '/, Gir em relagéo
aos Rebanhos Nao Certificados;

4. Nos Rebanhos Nao Certificados (RNC), o grupo genético %2 Holandés + 2
Gir foi o mais frequente;

5. Os animais do grupo genético %> Holandés + % Gir dos Rebanhos
Certificados (RC) foram melhores caracterizados e classificados quanto a
sua conformacao racial, produtiva e funcional em relagcdo aos animais do
grupo genético 2 Holandés + %2 Gir dos Rebanhos N&o Certificados (RNC).
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RESUMO: A andlise laboratorial da carne
moida permite a obtencdo de informacdes
sobre a sua qualidade, condicbes de higiene
de producédo e de conservacao, e possibilita
estimar riscos associados ao seu consumo.
De modo geral, as analises para avaliacéo
da carne abrangem provas fisico-quimicas
e microbiolégicas. As provas fisico-quimicas
possibilitam conhecer o estado de conservacgéo
da carne moida, por meio das modificacoes
provocadas pela degradacdo de proteinas e
lipideos, pela acdo de agentes naturais e de
enzimas hidroliticas enddgenas presentes na
carne. As microbiolégicas permitem detectar
microrganismos indicadores da higiene de
producao e patdbgenos capazes de provocar
surtos de doencas transmitidas pelos alimentos
(DTAs). A combinacéao de diferentes técnicas e
0 uso de parametros especificos estabelecidos
servem para determinar se o produto atende as
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exigéncias da legislagdo e se esta apto ao consumo. As técnicas de andlise de carne
moida sdo uma importante ferramenta para o controle de qualidade da carne e para
a prevencao de surtos de DTAs, uma vez que norteiam a adog¢ao de melhorias nas
condicbes de producao, conservacao e comercializacao.

PALAVRAS-CHAVE: contaminacao, deteccao, deterioracao, patégenos.

METHODS OF ASSESSMENT OF QUALITY OF GROUND BEEF

ABSTRACT: The laboratory analysis of the ground meat allows to obtain information
about its quality, hygiene conditions of production and conservation, and makes
it possible to estimate risks associated with its consumption. In general, the meat
evaluation analyzes cover physico-chemical and microbiological evidence. The
physical-chemical tests allow to know the state of conservation of the ground meat,
through the modifications provoked by the degradation of proteins and lipids, by the
action of natural agents and endogenous hydrolytic enzymes present in the meat. The
microbiologicals allow the detection of microorganisms that are indicators of hygiene
of production and pathogens capable of provoking outbreaks of foodborne diseases
(DTAs). The combination of different techniques and the use of specific parameters
established serve to determine whether the product meets the requirements of the
legislation and is fit for consumption. Ground beef analysis techniques are an important
tool for the quality control of meat and for the prevention of outbreaks of DTAs, since
they guide the adoption of improvements in the conditions of production, conservation
and commercialization

KEYWORDS: Contamination, pathogens, detection, deterioration.

11 INTRODUCAO

A contaminac&o microbiana da carne inicia-se durante o abate do animal, por
meio do contato com o ambiente, superficies, utensilios e manipuladores. Na carne
moida, o aumento da superficie exposta e a riqueza de nutrientes favorecem a
acao microbiana, fazendo da carne um produto altamente perecivel. Assim, sob
temperaturas inadequadas de conservacao, a carne serve como meio de cultura
natural para o desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos
(HANGUI et al., 2015).

A intensa multiplicagcdo microbiana de deteriorantes provoca alteragbes nas
suas caracteristicas fisicas e quimicas, proprios do processo de deteriora (JAY, 2005).
Por sua vez, patdbgenos presentes na carne moida, embora sejam imperceptiveis,
podem provocar doencgas transmitidas pelos alimentos (DTAs) (NASCIMENTO et
al., 2014; SILVA, 2015). As DTAs podem ser infec¢des, intoxicagdes ou toxinfecgdes
alimentares (JAY, 2005). Como forma de prevenir a ocorréncia dessas doencas,
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foram desenvolvidas técnicas para avaliacdo da inocuidade e qualidade dos
alimentos (RODRIGUES et al., 2011).

Neste sentido, as analises microbiol6gicas servem para investigar a presenca
ou auséncia de microrganismos, além de quantificar grupos microbianos indicadores
de higiene (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Por sua vez, as analises fisico-quimicas
permitem conhecer o estado de conservacédo da carne, através da deteccao das
modifica¢cées ocorridas durante o processo de deteriora (IAL, 2008).

A pratica combinada de provas microbioldgicas e fisico-quimicas é capaz de
revelar as condi¢oes higiénicas de processamento e conservacéao, além de estimar
o risco associado ao seu consumo. Adicionalmente, as andlises laboratoriais sé&o
indispensaveis para a verificacdo dos padroes e especificacbes microbiolégicos e
fisico-quimicos, determinados pela legislacdo (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

O aumento da exigéncia por parte dos consumidores incrementa a busca
por alimentos seguros (PINHEIRO et al., 2011). Assim, pode-se considerar que a
analise laboratorial da carne € uma ferramenta de grande valor ndo apenas para os
consumidores, mas também para os produtores/elaboradores que desejem atender
melhor a essa crescente demanda por produtos mais confidveis (BERTOLINO,
2010).

Diante do exposto, esta revisdo faz uma abordagem sobre os principais
métodos laboratoriais utilizados na avaliacdo da carne moida.

2 | ANALISE FiSICO-QUIMICA DA CARNE

Para a carne ser considerada de boa qualidade deve apresentar caracteristicas
sensoriais, nutricionais e sanitarias dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacao
(VELHO et al., 2015). No Brasil, as provas para avaliar a qualidade fisico-quimica
da carne seguem normas estabelecidas pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 1999). A andlise fisico-quimica da carne moida permite
conhecer o estado de conservacao, as condi¢des higiénicas de producao e detectar
modificacdes relacionadas ao processo de deterioragcdo (FRANCO; LANDGRAF,
2008). A seguir serao apresentadas as principais provas fisico-quimicas para
avaliacéo da qualidade da carne moida.

2.1 Caracteristicas sensoriais

As caracteristicas sensoriais ou organolépticas da carne sé&o atributos que
impressionam os 6rgaos dos sentidos e podem provocar aceitacdo ou rejeicao
por parte dos consumidores (MESQUITA et al., 2014). As provas sensoriais da
carne moida baseiam-se, portanto, na percepcao da coloragcédo, odor, aspecto e

consisténcia do produto (IAL, 2008).
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Para realizagdo das anélises sensoriais, retiram-se por¢cdes de varias regides
da peca sem grandes vasos, tecidos adiposos e aponeuroses. Em seguida, efetuam-
se cortes em pedacos menores para homogeneizagdo em moedor de carne com
discos de 5 mm de didmetro ou em liquidificador sob baixa rotacao por dois minutos.
As andlises devem ser realizadas imediatamente, mas para algumas provas, é
possivel o acondicionamento da amostra em frascos hermeticamente fechados e
mantidos em congelador (BRASIL, 1999).

2.1.1 Coloragédo da carne

De acordo com alegislacéo, acarne bovinadeve apresentar coloragdo uniforme,
sem manchas claras ou escuras, variando do vermelho rosado ao vermelho pardo.
A coloragao da carne € conferida pela mioglobina que contribui com 80 a 90% dos
pigmentos totais, e em menor grau, pela hemoglobina (BRASIL, 1999, GOMIDE;
RAMOS; FONTES, 2013). Diversos fatores podem interferir na coloracéo da carne
fresca: idade, sexo, raga, corte, retencao de agua, desnaturacao da mioglobina pelo
calor, ressecamento e grau de deterioracdo (WARNER et al., 2010).

2.1.2 Coloragédo da carne

De acordo com alegislacéo, acarne bovinadeve apresentar coloragdo uniforme,
sem manchas claras ou escuras, variando do vermelho rosado ao vermelho pardo.
A coloracao da carne € conferida pela mioglobina que contribui com 80 a 90% dos
pigmentos totais, e em menor grau, pela hemoglobina (BRASIL, 1999, GOMIDE;
RAMOS; FONTES, 2013). Diversos fatores podem interferir na coloracéo da carne
fresca: idade, sexo, raga, corte, retencdo de agua, desnaturacao da mioglobina pelo
calor, ressecamento e grau de deterioracdo (WARNER et al., 2010).

A acao microbiana sobre a mioglobina provoca a separagédo entre o0 grupo
heme e as proteinas, com formacdao de coloracdo esverdeada (ALCANTARA
et al., 2012). Nao existe uma recomendacao geral quanto a mensuracédo da cor,
pois instrumentos de medidas como colorimetros e espectrofotbmetros podem ter
caracteristicas distintas quanto o didametro de abertura, tipo de iluminador e angulo
de observacgao, produzindo resultados semelhantes, mas nao iguais (CAMILLA et
al., 2015).

2.1.3 Consisténcia da carne

A carne e a gordura devem apresentar consisténcia firme, compacta e elastica
e ligeiramente Umida. Quando inicia a putrefacado, a superficie torna-se viscosa ou
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limosa com perda da firmeza (BRASIL, 1999; IAL, 2008).

2.1.4 Odor

A carne moida fresca apresenta odor suave e agradavel. A medida em que
avancga o processo de deteriora, passa a ser liberado odor amoniacal desagradavel
(BAPTISTA, et al., 2013). De acordo com PARDI et al. (2006), o odor da carne
fresca lembra um ligeiro odor acido latico comercial e a carne de animais idosos

possui um odor mais intenso que a dos animais jovens da mesma espécie.

2.1.5 Prova de cocgédo

A prova de cocgao também possibilita a percepcéao de alteragdes na aparéncia,
textura e sabor da carne moida (MESQUITA et al., 2014).

Para a prova, transferem-se 30g da carne moida para um béquer de 250 mL
e adiciona-se agua suficiente para cobrir a amostra. Em seguida, homogeneiza-
se a amostra com auxilio de um bastao de vidro e cobre-se com vidro de relégio.
O conjunto deve ser aquecido até o inicio dos primeiros vapores. Observar o
surgimento do odor amoniacal, sulfidrico ou de ranco. Apos isso, prossegue-se com
a fervura por mais cinco minutos para observacao das caracteristicas da carne e do
caldo. O sabor deve ser proprio da carne e a textura firme (BRASIL, 1999).

2.2 Prova de Filtracao

O principio da prova de filtracdo se baseia na passagem do extrato aquoso
da carne por um papel filtro qualitativo com porosidade padronizada, em um
determinado tempo. Essa prova avalia o estado de decomposi¢cao da carne, através
dos produtos soluveis das proteinas, que ficam acondicionados, fazendo a lentidao
na filtracao (MESQUITA et al., 2014).

A prova é realizada colocando-se 10g da amostra em Erlenmeyer e
acrescentando 100 ml de 4gua destilada. Ap6s agitacao vigorosa por 15 minutos, a
mistura é filtrada em papel de filtro qualitativo, cronometrando-se o tempo. Deve-
se considerar a classificacdo de acordo com o tempo de filtracéo, considerando-se:
carne fresca e sa, com filtracdo em cinco minutos; carne de média conservacéo,
com filtracdo entre 6 e 10 minutos; e carne suspeita, provavelmente alterada, a
filtracdo excede os 10 minutos (BRASIL, 1999).

2.3 Determinacao do pH

A determinacédo do pH da carne tem por finalidade determinar as condi¢cbes
acida ou basica por meio da concentracao efetiva dos ions de hidrogénio (SILVA;
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FURTADO, 2016).

Para a determinacéo do pH, pesa-se, 50g da amostra de carne moida, coloca
em um Erlenmeyer de 150 mL, e em seguida, adicionam-se 10 mL de agua destilada.
Apb6s homogeneizar, o conjunto deve ser posto em repouso por 10 minutos e
em seguida, faz-se a leitura com o pHmetro devidamente calibrado (IAL, 2008).
Conforme os resultados de afericdo, a carne moida com pH entre 5,8 e 6,2 sao
classificadas como boas para consumo; carnes com pH em torno de 6,4 estao aptas
ao consumo imediato, pois este é um limite critico; e carnes com pH acima de 6,4 ja
estdo em decomposi¢cédo e ndo devem ser consumidas (IAL, 2008).

2.4 Pesquisa de amoénia — Prova de Nessler

Para pesquisa de aménia, transferem-se para tubos de ensaio, 2 mL do
reagente de Nessler. Em seguida, acrescentam-se 10 gotas do filtrado obtido na
prova de filtracdo e observa-se a coloracdo formada. Nesta prova, o filtrado é
misturado com o reagente de Nessler que tem a capacidade de reagir com o radical
amonio, resultante da protedlise, formando um complexo de coloracdao amarela.
Amostras positivas para a presenca da amdnia desenvolvem uma coloracéo de
amarelo a alaranjada e amostras negativas tém coloracdo amarelo esverdeada
(BRASIL, 1999).

2.5 Pesquisa de Gas sulfidrico (H,S)

A pesquisa de gas sulfidrico é realizada pela prova do papel de chumbo e
baseia-se na decomposi¢cao de aminoacidos sulfurados com a liberacao de enxofre.
Em meio acido, o enxofre se transforma em H,S, que ao se combinar com o acetato
de chumbo, produzem sulfeto de chumbo, o qual enegrece o papel (SILVA JUNIOR,
2013).

A prova é realizada colocando-se em um Erlenmeyer de 125mL, 10g da carne
moida em 25 mL de agua destilada, e ap6s a homogeneizacéo, coloca-se uma tira
de papel de acetato de chumbo preso a tampa do Erlenmeyer, para submeter o
conjunto ao banho-maria fervente por 10 minutos. Conforme o grau de enegrecimento
do papel, consideram-se trés diferentes graus de producéo de sulfeto de chumbo.
Assim, uma cruz (+) significa pouca producao de sulfeto de chumbo e trés cruzes
(+++), muita producéo deste composto (IAL,2008). Naturalmente, uma elevada
producdo de sulfeto de chumbo indica adiantado processo de decomposicédo da
carne moida (JUSTE; THOMMA; LIEVENS, 2008).
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3 | ANALISE MICROBIOLOGICA DE CARNE MOIDA

H& uma enorme quantidade de tipos microbianos que podem compor a
microbiota da carne moida (JAY, 2005). Embora haja técnicas laboratoriais
especificas para pesquisa de inumeros microrganismos, a investigacao de todos os
patdgenos conhecidos nas amostras seria impraticavel e onerosa. Por esse motivo,
usualmente sdo empregadas técnicas de deteccao e quantificacao de alguns grupos
de microrganismos que servem como indicadores de qualidade (CUNHA; SILVA,
2006).

Os microrganismos indicadores de qualidade dos alimentos devem apresentar
caracteristicas como: rapida deteccao; facilidade de distincdo de outros membros
da microbiota; estar sempre presente quando o patdgeno associado estiver; e
apresentar nUmero, taxa de crescimento, morte e necessidades semelhantes a ele,
além de nao pertencer a microbiota natural do alimento (FRANCO; LANDGRAF,
2008).

Além da pesquisa de indicadores microbianos, faz-se necessario, em alguns
casos, investigar a presenca de patdégenos especificos (MANGEN et al., 2011). A
escolha dos microrganismos patogénicos a serem pesquisados deve levar em conta
o tipo de alimento e o objetivo da anéalises (DAMER et al., 2014). Neste sentido,
Salmonella ssp, Staphylococcus ssp e Escherichia coli tém sido frequentemente
investigados na carne moida, no Brasil e em outros paises, devido ao risco potencial
de veiculagao pelo consumo de carne moida e por serem agentes envolvidos em
surtos de DTAs (VIPHAM et al., 2012; LEOTTA et al., 2016).

3.1 Contagem em placas de microrganismos indicadores

O método mais utilizado para quantificacdo de microrganismos indicadores e
patogénicos em alimentos € a contagem em placas (FRANCO; LANDGRAF, 2008).
Esse método pode ser utilizado para contagens de grandes grupos microbianos, tais
como: bactérias aerébias mesbfilas, psicrotréficas, termdfilas, bolores e leveduras,
mas também é empregada na quantificacao de géneros e espécies, como Listeria
spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium perfringens, com algumas
variacoes relacionadas ao meio utilizado, temperatura e tempo de incubacao, de
cada microrganismo (MARCHI et al., 2012).

A técnica de contagem em placas baseia-se no principio de que cada
microrganismo viavel ou agrupamento microbiano presente no alimento é capaz de
formar uma unica colénia. Assim, sob condicdes adequadas de cultivo, as colbnias
formadas e contabilizadas no momento da leitura, fornecem resultados expressos
em unidades formadoras de colénia por mL ou grama de alimento (UFC/mL ou g)
(BRASIL, 20083).
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De acordo com a instrugéo normativa n°62/2003, para a contagem de bactérias,
as amostras sdao homogeneizadas e diluidas em série, com diluentes proprios
para o microrganismo pesquisado. Em seguidas, aliquotas dessas diluicbes sao
transferidas para placas de Petri esterilizadas. Ha duas formas distintas de semeio
para contagem microbiana: em profundidade (pour-plate), quando o meio sélido &
vertido sobre o indcuo; e em superficie (spread- plate), onde o inbécuo é espalhado
sobre 0 meio com o auxilio de uma al¢a de Drigalski. Em ambos os casos, procede-
se com a incubacgao, sob temperatura controlada (BRASIL, 2003).

Embora a técnica de contagem em placas siga o mesmo principio basico
para bactérias e fungos, as caracteristicas biologicas de cada grupo microbiano
resultaram no ajuste das técnicas de maneira a prover as condi¢cdes ideais de cultivo
de forma diferenciada e de modo a inibir o desenvolvimento de microrganismos

indesejaveis.

3.1.1 Contagem de bactérias aerébias mesofilas

A quantificacdo de bactérias aerobias mesoéfilas enumera bactérias capazes
de se desenvolverem em temperatura de 35 a 37°C, presentes no alimento tanto
na forma vegetativa quanto na forma esporulada. Essa técnica néo diferencia tipos
bacterianos, mas fornece informagdes sobre as praticas de manipulacédo, matéria
prima utilizada, condicbes de processamento e vida util do alimento (FRANCO;
LANDGRAF, 2008). A legislacao brasileira ndo estabelece padréo para a contagem
de bactérias aerdbias mesoéfilas na carne crua. Entretanto, contagens em torno
de 107 UFC/g tornam o produto impréprio para o consumo devido as alteracdes
sensoriais (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

O meio utilizado na técnica de contagem de bactérias aerébias mesofilas é o
agar padréo para contagem (PCA). Esse meio € fonte de carbono e nitrogénio para
o crescimento de diversos microrganismos, além de conter glicose como fonte de
energia.

A técnica inicia com a pesagem asséptica de 25 gramas da amostra, diluidos
em 225 mL de agua peptonada a 0,1%, para obtencado da diluicéo inicial 10"'. Para
a diluicao 10?2, retira-se, 1mL da diluicdo inicial 10" e coloca em tubo contendo
9 mL de &gua peptonada a 0,1%, desta, um mL é retirado para outro tubo de
agua peptonada 0,1% para formacédo da diluicdo 103, e assim sucessivamente
sé@o elaboradas as diluicbes subsequentes. Para semeadura, transfere-se um mL
de cada diluicdo decimal, para placas de Petri estéreis, correspondente a cada
diluicdo. Logo ap0és, adicionam-se de 15 a 20 mL do agar padrao para contagens
(PCA), previamente esterilizado, fundido e resfriado a 45°C. Posteriormente, realiza-
se a homogeneizacdo do agar com o inéculo e apés solidificacdo, as placas séo
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invertidas e incubadas em estufa incubadora a 36 + 1°C por 24 a 48 horas. A leitura
€ realizada em placas com 25 a 250 colbénias (FENG et al., 2002; BRASIL, 20083).

3.1.2 Contagem de Coliformes Totais

Coliformes totais sao bastonetes Gram-negativos, nao formadores de esporos,
capazes de fermentar alactose com producéo de gas, emtemperaturade crescimento
de 35 a 37°C, por 24 a 48 horas. Sao representados pelos géneros da familia
Enterobacteriaceae: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia e Klebsiella (FRANCO;
LANDGRAF, 2008). A razdo para esse agrupamento sdo as caracteristicas em
comum entre os grupos (DAMER et al., 2014).

Apesarde os coliformes abrangerem diversos géneros e espécies nao entéricas,
ha espécies originarias do trato intestinal dos seres humanos e dos animais. Por
esse motivo, apdés a contagem de coliformes totais, normalmente se realiza a
pesquisa de coliformes termotolerantes e E. coli. A intensa contaminac¢éo da carne
moida por coliformes totais reflete as condicbes de manipulagdo do alimento e do
ambiente, enquanto a contaminacédo por coliformes termotolerantes e E. coli séo
indicativos de um possivel contato com material fecal (JORIS et al., 2012).

Atécnica de contagem de coliformes em placas inicia, com a pesagem asséptica
de 25 gramas da amostra, diluidos em 225 mL de agua peptonada a 0,1%, para
obtencdo da diluicdo inicial 10". Para a diluicao 10?2, retira-se, 1mL da diluicao
inicial 10" e coloca em tubo contendo 9 mL de agua peptonada a 0,1%, e desta 1mL
é retirado para outro tubo de dgua peptonada 0,1% para formacéo da diluicdo 103, e
assim sucessivamente sao elaboradas as diluicbes subsequentes. Para inoculacéo,
transfere-se 1 mL de cada diluicdo para placas de Petri esterilizadas, em seguida
adiciona-se cerca de 1,5 mL do &gar cristal violeta vermelho neutro bile, previamente
fundido e mantido a 46-48°C em banho-maria. Logo apés, homogeneizam-se,
cuidadosamente as placas, e estas devem ser mantidas em repouso para total
solidificacdo. As placas séo incubadas em posicao invertida a uma temperatura de
36 + 1°C por 18 a 24 horas. Para a leitura, selecionam-se placas contendo entre 15
a 150 col6nias com coloracéo rosea e com 0,5 a 2 mm de didametro, rodeadas ou
nao por uma zona de precipitacdo da bile presente no meio (BRASIL, 2003).

A legislacédo brasileira ndo estabelece limite para contagem de coliformes
totais em carne moida, mas por serem microrganismos presentes no ambiente,
contagens elevadas desses microrganismos revelam exposicao a condigcoes
higiénicas precarias (ROSINA; MONEGO, 2012). Nesses casos, deve-se proceder
com a pesquisa de coliformes termotolerantes e E. coli, 0s quais servem como
indicadores de contaminag¢éao por material fecal (SOUSA, 2006).
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3.1.3 Contagem de bolores e leveduras

Os bolores sao fungos multicelulares que produzem estruturas filamentosas e
as leveduras sao fungos unicelulares, esféricos ou ovoides que se reproduzem por
brotamento (MAZIERO; BERSOT, 2010). Bolores e leveduras sdo microrganismos
diversificados e estdo amplamente distribuidos no ambiente, nos animais e no
homem (TRABULSI, 2005). Altas contagens desses microrganismos revelam falhas
nas condi¢des higiénicas dos equipamentos, no processamento e contaminacao da
matéria prima (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A contaminagéo por fungos em alimentos merece atencéo, devido a capacidade
de algumas espécies produzirem toxinas com potencial carcinogénico (SILVA JR,
2007). Desse modo, instalagdes e utensilios devem ser mantidos limpos, por serem
considerados fontes importantes de contaminacao da carne processada (MAZIERO;
BERSOT, 2010).

A contagem de bolores e leveduras em placas baseia-se na capacidade desses
microrganismos se desenvolverem em meios de cultura com pH préximo a 3,5 e
temperatura de incubacéo de 25 + 1°C (BRASIL, 2003).

O meio utilizado para a técnica de contagem de bolores e leveduras € o agar
batata dextrose (ADB), o qual apresenta em sua composicéao batata que estimula
a producéo dos esporos em bolores, e dextrose que favorece o crescimento. Apos
o preparo do meio, faz-se a adicdo de 10 mL/L, do acidificante acido tartarico a
10%, para inibicdo da microbiota bacteriana presentes no alimento. A acidificacdo
do meio é dispensada quando séo utilizados meios de cultura contendo antibiéticos
(BRASIL, 20083).

A técnica inicia-se com a pesagem asséptica de 25 gramas da amostra,
diluidos em 225 mL de solugao salina peptonada a 0,1%, para obtencao da diluicéo
inicial 10", Para a diluicdo 10?2, retira-se, 1mL da diluic&o inicial, coloca em tubo
contendo 9 ml de solucao salina peptonada a 0,1%, e desta 1mL é retirado para
outro tubo de solugéo salina peptonada a 0,1% para formacéo da diluicdo 103, e
assim para as demais diluicbes. Para a semeadura, inoculam-se em placas 0,1ml
das diluicdes sobre a superficie do agar e com auxilio da al¢a de Drigalski, espalha-
se o inéculo por toda a superficie do meio para total absorcdo. Em seguida, as
placas sao incubadas sem inverter, em temperatura de 25 + 1°C por 5 a 7 dias em
estufa incubadora. Para a contagem, selecionam-se placas que contém de 15 a 150
colbnias e os resultados sdo expressos em UFC/g ou mL (BRASIL, 2003).

3.1.4 Metodos rapidos para contagem de microrganismos
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O sistema Petrifilm™ & um recurso alternativo para contagem de bactérias em
alimentos, de modo mais rapido que o método convencional (CIROLINI et al., 2014).

O sistema consiste no uso de placas prontas contendo meio de cultura com
diferentes tipos de nutrientes, géis hidrossolUveis a frio, corantes e indicadores
apropriados para a recuperagcao dos microrganismos (JASSON et al., 2010). Essas
analises ficam reduzidas a trés etapas: inoculacao, incubacao e leitura. Assim, a
utilizacdo das placas Petriflm™ dispensa a prévia prepara¢ao de meios de culturas
e vidrarias. Outras vantagens do uso dessas placas é a facilidade de leitura, reducéo
do espaco para incubacao e possibilidade de congelamento para posterior leitura
(FUNG, 2002). Adicionalmente, essas placas n&do quebram e n&o derramam, de
modo que ha uma reducao no risco de acidentes uma vez que nao quebram e nao
derramam (BRASIL, 2005).

A inoculacdo de amostras em placas Petriflm™ n&o requerem habilidades
especiais. As placas possuem um filme plastico na parte superior, o qual deve ser
levantado para inoculacao da aliquota. As diluicbes de amostras devem seguir 0s
mesmos procedimentos descritos para a contagem convencional. Apos adicionar
a aliquota, o filme plastico deve ser reposto na posicao original e, com auxilio de
um difusor pléastico, a amostra é distribuida uniformemente na &area determinada
da placa. Apos a solidificacédo do gel, as placas devem ser incubadas sem inverter,
na temperatura e tempo determinado pelo fabricante para cada microrganismo.
Apoés o periodo de incubacéo, as col6nias visiveis s&o enumeradas e o resultado é
expresso em UFC/g ou mL (BARROS et al., 2007).

No mercado sdo encontras placas Petriflm™ para contagem total de bactérias
aerbbias; coliformes totais; coliformes e E. coli; bolores e leveduras; Staphylococcus
aureus e Listeria sp. (BRASIL, 2005).

3.1.4.1 Petrifilm™ (AC) para a contagem de bactérias aerobias mesofilas

As placas Petrifilm™ (AC) possuem na sua base o agar padrao para contagem e
o corante indicador 2, 3, 5 cloretos de trifeniltetrazélio, que é reduzido pela agdo das
bactérias em crescimento, conferindo a coloracéo vermelha. As colénias vermelhas
propocionam um contraste melhor, facilitam a contagem e a distingao das particulas
opacas do alimento.

Ao adicionar o in6culo, os nutrientes s&o hidratados e o gel é solidificado. As
placas séo incubadas a temperatura de 32-35°C, por 24 a 48 horas (BRASIL, 2005,
CASAROTTI; PAULA; ROSSI, et al., 2008).

3.1.4.2 Petrifilm™ (YM) para contagem de bolores e leveduras

Auutilizagao do agar Sabouraud suplementado com glicose nas placas Petrifilm™
YM favorece o desenvolvimento dos fungos, e os antibidticos clortetraciclina e
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cloranfenicol, inibem o crescimento bacteriano (MARTINS; FIUZA; MARTINS, 201 3).
Além disso, a presenca de um indicador de fosfatase, faz com que as colbnias
corem em azul, uma vez que as células viaveis produzem essa enzima de modo a
ativar o indicador presente no meio. Essas placas sao incubadas de 20 e 25°C por
48+2 horas (BARROS et al., 2007).

Normalmente, colbnias de bolores sdao grandes, com bordas difusas e podem
corar de maneira variada além de azul esverdeado. Por sua vez, colbnias de
leveduras sao tridimensionais, pequenas, possuem bordas definidas e apresentam
coloracao uniforme variando de rosa a azul esverdeado (OLIVEIRA et al., 2015).

3.1.4.3 PetrifilmTM para contagem de coliformes e Escherichia coli

Embora a técnica dos tubos multiplos seja a metodologia mais utilizada para a
pesquisa de coliformes na carne, as placas Petrifilm™ sao consideradas sensiveis
e eficientes para a deteccdo de coliformes totais e E. coli (SILVA et al., 2006).
Essas placas contém, além do agente geleificante, o agar vermelho violeta bile e
o corante indicador 2, 3, 5 - cloreto de trifeniltetrazdlio, para facilitar a enumeragéao
das colbnias. ApOs incubacéo das placas a 35+1°C, por 24+2 horas, procede-se
com a leitura, considerando-se positivas as colénias coradas em vermelho, por
reducéo do indicador, e com bolhas de gas proveniente da fermentacéo da lactose
(BRASIL, 2005).

Além das placas para quantificacdo de coliformes, ha placas especificas para
a contagem de Escherichia coli (Petriflm ™ EC). Essas placas possuem como
meio de cultura base, o agar vermelho violeta bile, o corante indicador 5 bromo-4-
cloro-3-indoxil-B-D-glicuronideo, que indica a atividade glicuronidasica e agentes
geleificantes solUveis em agua fria. As placas Petrifilm™ EC tém capacidade para
a quantificacdo bactérias presentes em 1 mL de aliquota, mas ha placas mais
sensiveis (Petriflm™ High Sensitive), as quais possibilitam inocular 5 mL de
aliquota por placa. A maioria das Escherichia coli produz colGnias azuis associadas
a bolhas de gés, isso ocorre devido a glicuronidase produzida pela Escherichia
coli que reage com o corante indicador na placa, formando um precipitado azul em
torno da colénia. A incubacao a temperatura de 35+1°C, por 24+2 horas em estufa
incubadora, e para leitura, selecionam-se placas contendo entre 15 e 50 colénias
(KORNACKI; JOHNSON, 2001).

3.1.4.4 PetrifilmTM para contagem de Staphylococcus sp.

Apresenca do agar Baird-Parker modificado nas placas Petrifilm™ favorecem o
desenvolvimento seletivo de Staphylococcus sp. Caso seja necessario, a utilizacéao
de um disco de gel especial possibilita identificar S. aureus em todas as col6nias
suspeitas. Esse disco possui uma versao cromogénica modificada do meio Baird-
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Park, seletivo e diferencial para Staphylococcus aureus e permite o crescimento
dessas bactérias e a inibicdo da proliferacdo de outros espécimes bacterianos
(SILVA et al., 2005). Colbnias positivas apresentam cor vermelho-violeta. Assim
como nas demais placas, os resultados quantitativos sdo expressos em UFC/g
(FERREIRA et al., 2011).

O uso de placas Petrifilm™ é reconhecido pela Association Official Analytical
Chemists (AOAC) e, no Brasil, pelo o Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2005). Apesar de serem mais rapidos e serem de rapida
leitura, o sistema Petrifilm™ é realizado com material descartavel e nao possibilita
reuso, de modo que em alguns casos, a técnica se torna mais onerosa que o
sistema convencional o qual utiliza meios de cultura e placas de vidro lavaveis e

esterilizaveis.

3.2 Determinacao do numero mais provavel de coliformes totais e termotolerantes

A técnica dos tubos multiplos € um método que permite estimar a densidade de
microrganismos, como coliformes totais, termotolerantes e E. coli, em uma amostra.
Diferentemente da contagem em placas, essa técnica fornece apenas uma estimativa
baseada na quantidade de tubos positivos nas diferentes diluicbes decimais, e ndo
uma contagem fixa de células viaveis ou unidade formadora de col6nias (SILVA,
2007). Para que seja possivel essa estimativa, devem ser preparadas séries
de tubos de pelo menos trés diluicbes decimais da amostra. De cada diluicéo,
aliquotas iguais sao transferidas para trés ou para cinco tubos contendo meio de
cultura liquido. Todos os tubos sao incubados, em temperatura recomendada para
cada microrganismo, e em seguida, os positivos sdo identificados, baseando-se na
ocorréncia de turvacéao e fermentacao nos tubos de Durhan (BRASIL, 2003).

A leitura de resultados obtidos pela técnica dos tubos multiplos informa sobre
a populagao presuntiva de microrganismos, mas a partir dos tubos considerados
positivos, sao realizadas inoculagcdes em caldos e agares seletivos, para obterem-
se informacgdes sobre a populacao microbiana real (BRASIL, 2003).

3.2.1 Coliformes totais

A técnica dos tubos multiplos para determinacdo do numero mais provavel
(NMP) de coliformes totais estd dividida nas etapas presuntiva e confirmativa. A
etapa presuntiva, inicia-se, com a preparacéao das diluicdes 10", 102 e 103, a partir
da pesagem asséptica e transferéncia de 25 gramas da carne moida para um frasco
contendo 225 mL de agua peptonada a 0,1%, para preparacao da diluicdo 10". As
diluicdes subsequentes sdo efetuadas por adicdo de 1 mL da diluicdo anterior em
9 mL da agua peptonada. Conforme a necessidade e o objetivo da analise, podem-

Biociéncia Animal Capitulo 6




se elaborar mais de trés diluicdes, e ap0s o preparo, 1 mL de cada diluicao sera
transferido, com o auxilio de pipeta estéril, para tubos de ensaio contendo 9 mL do
caldo lauril sulfato triptose, com tubos de Durhan invertido. Uma vez inoculados, os
tubos devem ser incubados a 35°C por 24-48 horas. Serdo considerados positivos
os tubos que apresentarem turvacao e producéao gas (BRASIL, 2003).

Na prova confirmativa, alcadas dos tubos considerados positivos na prova
presuntiva sdo inoculadas em tubos contendo 10 mL de caldo verde brilhante
bile lactose 2%, com tubos de Durhan invertidos. Em seguida, esses tubos séo
incubados a 36 + 1°C por 24 a 48 horas e, na leitura, consideram-se positivos os
que apresentam turvacéo e formacao de gas. Os resultados das provas presuntiva
e confirmativa sdo expressos como NMP/g de carne, com o auxilio de uma tabela
especifica (BRASIL, 2003).

3.2.2 Coliformes termotolerantes

Os coliformes termotolerantes possuem a capacidade de fermentarem
lactose a 45°C com producéo de gas (BRASIL, 2003). Escherichia coli é a principal
representante do grupo e corresponde a cerca de 90% dos espécimes isolados em
cultivos positivos de coliformes termotolerantes (MARCHI et al., 2012). A pesquisa
de coliformes termotolerantes, esta ligada ao interesse de investigar a presenca
de coliformes de origem gastrointestinal. Entretanto, os géneros Enterobacter e
Klebsiella, apesar de serem termotolerantes, podem apresentar origem nao fecal
e compdem a microbiota natural da agua, solo e vegetais (FRANCO; LANDGRAF,
2008).

O caldo Escherichia colié um meioliquido seletivo de coliformes termotolerantes.
A lactose presente no meio favorece o crescimento de bactérias lactose positivas,
as quais produzem gas ao fermentarem esse agucar. Por sua vez, os sais biliares
inibem o crescimento de bactérias Gram positivas ou de espécies microbianas nao
adaptadas a microbiota intestinal (BRASIL, 2003).

Para a determinacdo do NMP de coliformes termotolerantes na carne moida,
alcadas dos inéculos de tubos positivos na prova confirmativa de coliformes totais
sdo inoculadas em tubos contendo 9 mL do caldo Escherichia coli. Em seguida,
os tubos sédo incubados em Banho-maria a 44,5°C por 24-48 horas. Assim como
nas etapas anteriores, consideram-se positivos os tubos com producao de gas
e turvacdo. De igual modo, a leitura é efetuada com auxilio de tabela especifica
(FENG et al.,, 2002). Resultados positivos para coliformes termotolerantes nao
indicam necessariamente contaminacao por material fecal, mas a partir dos tubos
positivos, a presenca E. coli pode ser confirmada em meios seletivos adequados
(MENDONCA; GRANADA, 2012).
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3.3 Pesquisa de patégenos
3.3.1 Isolamento de Escherichia coli

Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae, sao bacilos gram-
negativos, anaerdbios facultativos, ndo-esporulados, fermentam glicose e lactose
com producédo de acido e gas. Além disso, apresentam motilidade por meio de
flagelos peritriquios e se multiplica em temperatura ideal de 44-45,5°C (SILVA et al.,
2010; KNOBL et al., 2012).

A presenca de E. coli na carne moida indica contaminagdo por material de
origem fecal, em alguma das etapas que antecedem o momento da coleta (FRANCO;
LANDGRAF, 2008). Além disso, o isolamento de E. coli demanda atencé&o, pois a
espécie contém patdégenos, dentre os quais se destaca E. coli O 157H7, sorotipo
associado a surtos de doencas transmitidas pelos alimentos (DTAs) (DAMER et al.,
2014).

Para isolamento de E. coli, a partir de tubos positivos para coliformes
termotolerantes, aliquotas sdao semeadas com alca de platina, em forma de estrias,
em placas contendo Agar Eosina Azul de Metileno. Essas placas sdo incubadas
em temperatura de 35 a 45°C. ApOs o periodo de incubacdo, as colénias com
caracteristicas de E. coli (nucleadas e com centro preto e brilho verde metalico),
devem ser isolados para serem submetidas as provas bioquimicas (SILVA et al.,
2010).

As colbnias tipicas e com coloracdo verde metalica sdo investigadas e
confirmadas por meio das provas bioquimicas de indol (SIM), vermelho de metila
(VM), Voges Proskauer (VP) e Agar Citrato de Simmons (método denominado
IMViC) (FENG et al., 2011).

O principio da prova do Indol é a degradagao do triptofano com formacao do
indol, através da adicdo do reativo de Kovacs. Para anélise, transferem-se, com a
alca de platina, culturas suspeitas de E. coli para tubos contendo o meio de cultura
SIM e incubam-se por 24 horas. Decorrendo esse periodo, adicionam-se em cada
tubo 3 gotas do reativo de Kovacs para observacdo da superficie do meio. Para
colénias positivas o reativo cora em vermelho na superficie do meio (FENG et al.,
2011).

A prova do Citrato de Simmons, tem como principio a utilizagdo do citrato de
sédio como unica fonte de carbono e de nitrogénio. Com essa utilizacdo, ocorre a
alcalinizac&o do meio, fazendo a mudanca de cor de verde para azul. Para a analises,
transferm-se, com a al¢a de platina, col6nias suspeitas para tubos contendo o meio
citrato de Simmons. Em seguida, incubam-se os tubos por 24 horas a 35°C. Os
tubos com coloracéo azul s&o considerados positivos e os corados em verde sédo
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negativos (FENG et al., 2011).

As provas de vermelho de metila e Voges-Proskauer (VM-VP) baseiam-se no
metabolismo do acido piravico. O vermelho de metila é utilizado como o indicador
de pH abaixo de 4.4 e acima de 6.2 e 0 Voges-Proskauer determina a capacidade
de os microrganismos produzirem produtos finais ndo acidos ou neutro, a partir do
metabolismo da glicose (FENG et al., 2011).

Para o teste, sdo inoculadas colbnias suspeitas no caldo VM-VP e, estes séo
incubados a 35 + 2°C por 48 horas. Para a prova vermelho de metila transfere-se 1
mL do caldo VM-VP para um tubo e adicionam-se 5 gotas do vermelho de metila para
observagdo da coloracdo. Colonias positivas apresentam cor vermelho brilhante e
as negativas, colbnias laranjas amareladas. Para a prova Voges-Proskauer, retira-
se assepticamente 1mL do caldo VM-VP, colocam-se em tubo e adicionam-se 0,6
mL de alfa-naftol a 5% e de KOH a 40%. Apds agitacdo cuidadosa, o conjunto &
posto em repouso, por 5 minutos. Tubos que apresentarem coloragado vermelha-
roésea na superficie do meio indicam positividade e as col6nias negativas devem ser
incubadas novamente para repetir a prova apés 48 horas (FENG et al., 2011).

3.3.2 Isolamento de Salmonella sp.

O género Salmonella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae, e séo bacilos
gram-negativos nao produtores de esporos. Sdo anaerdbios facultativos, produzem
gas a partir de glicose e utilizam citrato como fonte de carbono (FORSYTHE, 2013).
Com temperatura 6tima de crescimento em torno de 37°C, podem se multiplicar até
47°C; a faixa ideal de pH é de 6,5 a 7,5, mas Salmonella spp. pode se desenvolver
em ambientes com pH situado entre 4,5 a 9 (SILVA, et al., 2010).

Salmonella é considerada uma das principais bactérias envolvidas em surtos
de DTAs e tem como reservatério o trato intestinal do homem e os animais. Essas
bactérias estdo amplamente disseminadas no ambiente e apresentam grande
impacto na saude e na economia mundial (JAY, 2005).

De acordo com dados do Ministério da Saude, entre os anos de 2007 a 2016
foram registrados 6.632 surtos de DTAs no Brasil, e destes, Salmonella sp. foi
responsavel por 7,5% dos casos (BRASIL, 2016).

A presenca de Salmonella sp. na carne moida €, portanto, uma importante
preocupacao para a saude publica (FERREIRA; SIMM, 2012). Por esse motivo, a
RDC n°12, de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
exige como padréo para carnes e derivados a auséncia de Salmonella spp. em 25
gramas de alimento (BRASIL, 2001).

A técnica para deteccédo de Salmonella spp. em alimentos envolvem cinco

etapas: 1-pré-enriquecimento, em caldo néo seletivo para restaurar células
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injuriadas; 2-enriquecimento seletivo, onde o cultivo é colocado novamente para
multiplicacdo de Salmonella spp., 3-semeadura em meios seletivos sélidos que
restringem a multiplicacdo de outras bactérias; 4- testes bioquimicos pelo qual
se obtém dados fenotipicos da cultura isolada; 5- sorotipagem para identificacéo
antigénica (BRASIL, 2003).

O uso de placas prontas de Petrifilm™ fornece resultado presuntivo e
confirmacdo bioquimica na pesquisa de Salmonella sp. Essas placas contém os
caldos Salmonella e rappaport-vassiliadis que enriquecem e suplementam, para
recuperacao e crescimento de Salmonella sp. A prova presuntiva é realizada
hidratando-se a placa com 2 mL de agua destilada e transferindo-se a amostra
em andlise, em forma de estrias no gel. Em seguida, as placas sdo incubadas a
41,5 °C por 24h. Colbnias suspeitas sao submentidas a confirmacdo bioquimica
por meio de um disco de confirmacgédo, com incubagdo a 41,5°C por 4 horas. As
colénias confirmadas de Salmonella sp. adquirem coloragdo azul escuro ou negra
com centro com precipitado azul (BRASIL, 2005).

3.3.3 Contagem e isolamento de Staphylococcus aureus

As bactérias que compdéem o género Sthaphylococcus sao cocos Gram-
positivos, pertencentes a familia Micrococcaceae, medem de 0,5 a 1,5 um de
didmetro e sdo imébveis. Sao bactérias mesodfilas, que crescem em temperatura de
7 a 48°C, e pH 4 a 10, mas é possivel sua multiplicacdo em alimentos com pH
variando entre 4,0 e 9,8. A producéo de enterotoxinas ocorre entre 10 e 46°C, com
valor 6timo entre 40 e 45°C (FORSYTHE, 2013).

Os estafilococos nédo sado resistentes ao calor e sao destruidos facilmente
na pasteurizacdo ou no cozimento dos alimentos. As toxinas, ao contrario, sado
consideradas altamente resistentes, tolerando tratamentos térmicos tdo severos
como a esterilizacdo dos alimentos (SILVA et al., 2007). A intoxicacdo alimentar
provocada por Staphylococcus aureus provém da ingestdo das enterotoxinas
produzidas e liberadas pela bactéria durante a sua multiplicacdo no alimento,
normalmente quando a contaminacéo é superior a 10° de Staphylococcus aureuslg
do alimento (SANTANA et al., 2010). Os sintomas mais comuns da intoxicacéo séo
voémitos e diarreias, com manifestacdo entre duas a seis horas apds a ingestao da
toxina (OBESO et al., 2010).

O homem e os animais sao considerados 0s principais reservatérios de
estafilococos, onde estdo concentrados sobretudo nas narinas, garganta e pele,
mas o género esta amplamente distribuido na natureza. Apesar dos manipuladores
de alimentos serem considerados as principais fontes de contaminacéo, quando ha

surtos, os equipamentos e as superficies também podem ser fontes de contaminacéao
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cruzada (FORSYTHE, 2013).

A contagens de Staphylococcus sp. inicia-se com a inoculacdo das diluicbes
da amostra em Agar Baird-Park para o crescimento na presenca de telurito de
potassio com cloreto de litio e glicina. O agar Baird-Park quando suplementado
com solugcdo de gema de ovo possibilita a verificagcdo das atividades proteolitica
e lipolitica, por meio do aparecimento de um halo transparente com precipitados
ao redor da coldnia. Apds a incubacao a 36°C por 24 a 48 horas, as placas com
caracteristica positiva para o género sao contadas e o resultado sera expresso em
UFC/g/mL (BRASIL, 2003).

A partir das colénias sugestivas de Staphylococcus sp., realizam-se provas
de coloracdo de Gram, catalase e coagulase. Na coloracédo de Gram, col6nias
estafilocdcicas vistas em 6leo de imersao e aumento de 1000 vezes, apresentam-
se em forma de cachos corados em roxo.

Para a prova de coagulase, inoculam-se de trés a cincos col6nias suspeitas, em
10 mL de caldo BHI, e incubam-se a 35°C por 24 horas. Em seguida, transferem-se
0,3 mL dos tubos do BHI para tubos estéreis contendo 0,3mL do plasma de coelho.
Esses tubos devem ser incubados por 6 horas a 36°C em estufa. Os tubos positivos
apresentam formacéo do coagulo pela inclinacédo suave do tubo em 90 graus da
vertical (BRASIL, 2003).

Para a prova de catalase, retira-se com auxilio de uma alga de platina, o centro
escuro de uma coldnia suspeita, colocando-se em uma lamina de vidro. Adiciona-se
em seguida, uma gota do peréxido de hidrogénio a 3% sobre a colbnia, que quando
positivas formam borbulhas devido a liberacdao de oxigénio (BRASIL, 2003).

41 CONSIDERACOES FINAIS

Diante das evidéncias de que a carne moida € um dos alimentos comumente
envolvidos em surtos de DTAs, seu controle de qualidade é importante para a
seguranca alimentar e possibilita a ado¢cédo de medidas para a melhoria da qualidade
do produto. Neste sentido, as técnicas de analises laboratoriais sdo ferramentas
importantes para garantir a inocuidade da carne moida e prevenir doencgas.
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RESUMO: Objetivou-se, por meio do presente
trabalho, reunir aporte teérico, via revisao da
literatura, sob alguns parametros na utilizacao
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de silagem de grdo umido de milho referentes
a bovinocultura de corte. Demonstrando as
perspectivas de producdo e importéncia que
o milho representa para a alimentagao animal.
Com uma crescente demanda na producgao
de milho a fim de atender as necessidades do
crescimento de sistemas de confinamentos,
somam fatores que contribuem com maior
importancia na utilizacao de gréos na elaboracéao
de dietas na bovinocultura, sendo considerado
como a principal fonte de energia em dietas
de bovinos de corte. Visto que o cenario da
producéo de carne bovina se torna cada vez
mais competitivo, demostrando sua eficiéncia
na digestibilidade e elevando os indices de
producéao, apresentando resultando satisfatorios
referentes a eficiéncia alimentar e composicao
da carcaca como forca de cisalhamento, pH,
cor, maciez sensorial, suculéncia e sabor da
carne e aumento no teor de lipidios na carne
dos animais que recebem dietas de silagem
de grdo umido de milho, além de reduzir o
dispéndio no transporte e armazenamento,
concentrando a operacdo de moagem. Assim,
a presente revisao versa sobre a viabilidade da
utilizagcdo da silagem de grédo umido de milho,
por se tratar de umas da poucas praticas que
consegue reunir baixos custos em relagao
a silagem de milho convencional, aliada a
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elevada qualidade nutricional, sobretudo com alta resposta animal, com o objetivo de
maximizar a digestibilidade do amido, sendo esta a caracteristica de maior evidencia.
PALAVRAS-CHAVE: alimentacao animal, bovinos, digestibilidade, ensilagem

USE OF CORN DAM GRAIN SILAGE FOR FOOD CATTLE

ABSTRACT: The objective of this study was to present a theoretical contribution,
through a review of the literature, under some parameters in the use of corn silage
for beef cattle. Demonstrating the production prospects and importance that maize
represents for animal feed. With a growing demand for maize production in order to
meet the needs of the growth of feedlot systems, there are factors that contribute with
greater importance in the use of grains in the elaboration of diets in the bovinocultura,
being considered as the main source of energy in diets of beef cattle. As the beef
production scenario becomes increasingly competitive, demonstrating its efficiency in
the digestibility and raising production rates, presenting satisfactory results regarding
feed efficiency and carcass composition as shear force, pH, color, sensorial softness,
succulence and taste of the meat and increase in the lipid content in the meat of the
animals receiving diets of corn grain silage, besides reducing the transport and storage
expenses, concentrating the grinding operation. Thus, the present review deals with the
feasibility of using corn silage, because it is one of the few practices that can achieve
low costs in relation to conventional corn silage, combined with high nutritional quality,
especially with a high response rate with the objective of maximizing the digestibility of
the starch, being this the characteristic of greater evidence.

KEYWORDS: animal feed, cattle, digestibility, silage

11 INTRODUCAO

Com a globalizacdo do mercado, a pecuaria vem sofrendo profundas
modificacbes com o objetivo de atingir indices zootécnicos mais eficientes. o mercado
consumidor por sua vez, esta mais exigente e vem pressionando os produtores a
adotarem medidas de controle de qualidade e eficiéncia na producéo de alimentos
em todas as fases da bovinocultura de corte (SANTOS et al., 2014).

Diante da necessidade, para se chegar a desejados indices zootécnicos, é
imperativo a utilizacdo de graos, os quais em geral representam grande importancia
na alimentacdao de bovinos. Entretanto, é imperativo que o amido presente no
grao esteja mais disponivel para a digestdo e aproveitamento do animal. Essa
disponibilidade pode ser melhorada através de processamentos fisico-quimicos,
nessa conjuntura destacando-se a ensilagem dos graos Umidos de milho como uma
tecnologia eficiente (TEODORO et al., 2012).

Assim, a silagem de grdo umido de milho tem sido utilizada para solucionar
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problemas de armazenamento de matérias-primas nas propriedades rurais,
melhorando tanto o valor nutricional deste alimento, bem como a redugao do grau
de contaminacédo das dietas dos animais.

Ressalva que esse tipo de silagem apresenta diversas finalidades em
sistemas de criacdo animal, e pode ser encontrado em propor¢des significativas em
alimentos concentrados para bovinos, a fim de suprir a energia digestivel suficiente
objetivando melhores resultados e desempenho (PEREIRA, 2012). Uam vez que,
a participacdo de alimentos concentrados nas formulacdes de dietas de bovinos
aumentou consideravelmente no Brasil (PAULINHO et al., 2013).

Do mesmo modo, como na confecc¢éo da silagem de milho, utilizando a planta
inteira, os mesmos cuidados sao essenciais para o processamento da ensilagem
de grdos para preservar a qualidade do grdo umido (LUGAO et al., 2011).
Outros cuidados a serem intensificados bem como a prevengdo de roedores no
armazenamento dos graos sao essenciais a dietas dos animais, pois, além dos
ricos de contaminacao as perdas na estocagem sao extremamente consideraveis,
elevando os custos na producéo.

Objetivou-se, por meio do presente trabalho, reunir aporte tebrico, via revisao
da literatura, referénte a alguns parametros na utilizacao de silagem de grdao umido

de milho na bovinocultura corte.

2 | ESTIMATIVAS E PERSPECTIVAS SOBRE O MILHO GRAO NO BRASIL

Omilhoéocerealde maiorvolumede produgédonomundo,comaproximadamente
960 milhdes de toneladas, Estados Unidos, China, Brasil e Argentina sdo os maiores
produtores do produto, representando 70% da producdo mundial. O milho no Brasil
representa uma area agricola de 60 milhdes de hectares, ocupando 7% do total
de terras brasileiras, estimado em 851 milhdes de hectares, aproximadamente 5,5
milhdes de imdveis rurais, sendo considerado um pais estratégico, pois, é o terceiro
maior produtor e o segundo maior exportador mundial de milho, se tornando um
pais de grande importancia dentro do cenario agricola mundial, como identifica-se
através da Tabela 1 (PEIXOTO, 2014).

Area (em mil ha) Produtividade (em kg/ha) Producéo (em mil t)
Regides

Safra Safra Safra Safra Safra
14/15 15/16 14/15 15/16 14715~ Safra15/16

Norte 393,5 385,1 3.240 3.223 1.274,7 1.240,9

Nordeste 2.059,9 2.002,3 2.169 2.058 4.468,8 4.119,9

Centro-Oeste 361,6 325,5 7.054 7.556 2.550,9 2.459,4

Sudeste 1.434,5 1.395,1 5.437 5.787 7.799,8 8.073,1
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Sul 1.985,2 1985,9 7.373 7.048 14.637,2 12.587,1
Brasil 6.234,7  5.893,7 4.929 4.832 30.731,4 28.480,4

Tabela 1. Comparativo de area, produtividade e producao — milho primeira safra no Brasil.
Fonte: Conab, (2015).

Informacgdes compiladas pelo MAPA (2013), o consumo interno de milho em
2013 representou 66,7% da producao, e deve continuar nos proximos anos para
66,9%, a fim de manter o consumo interno projetado de 62,6 milhdes de toneladas
e garantir um volume razoavel de estoques finais e o nivel de exportacdes projetado
como ocorreu em 2015 que superou 2014, estima-se uma projecao de 93 milhdes
de toneladas atendera a demanda em 2023 (CONAB, 2015).

Nesse Oética, espera-se do Brasil um crescimento de 2,67% ao ano nos
proximos anos na produg¢do de milho, com aumento de 0,73% da éarea plantada.
Varios estudos e projecoes realizados pela Assessoria de Gestédo Estratégica do
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) indicam aumento de
19,11 milhdes de toneladas entre a safra de 2008/2009 e 2019/2020. Estima-se que
na safra de 2019/2020, a producao devera ficar em 70,12 milhdes de toneladas e o
consumo em 56,20 milhdes de toneladas (MAPA, 2013).

Todavia, o milho gréo apresentara desafios na produg¢ao, com uma populacéao
mundial de 7 bilhdes de pessoas, em que 2050 superara 9 bilhdes, o milho sera
ainda o mais importante dentro desta estratégia. Pois, a demanda por alimentos
crescera 20% nos proximos 10 anos, e o Brasil sera responséavel por atender 40%
desta demanda. Além de outros desafios como a escassez de terras, variacdes
climéticas, tornando cada vez mais necessario o uso de tecnologia e de préaticas
de manejo que permitam colher mais por area a fim de aumentar a produtividade
(PEIXOTO, 2014).

31 UTILIZAGCAO DA SILAGEM DE GRAO UMIDO DE MILHOS NABOVINOCULTURA
DE CORTE

Bovinos confinados alimentados com dietas a base de grdos possuem certa
instabilidade na populacédo microbiana, devido as variagdes na producdo de acidos
graxos volateis (AGV), diminuicdo do poder tamponante do raimem, visto que héa
menos mastigacao e producao de maiores niveis de propionato e butirato (GOBETTI
et al., 2013).

LUNDY et al. (2015) demonstram que a rapida fermentacao de milho finamente
moido em grande parte contribui para a risco de acidose em dietas ricas em graos,
prejudicando o desempenho de bovinos com reducdo do ganho médio diério.
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Todavia, faz-se necessario a moagem adequada de milho em dietas com baixa e
alta inclusao desse alimento, com necessidade da avaliagéo de dietas com mais de
35% de graos umido ou menos do que 45% de graos de milho na dieta. Entretanto,
a digestibilidade do amido para bovinos alimentados com milho finamente moido é
mais favoravel, devido ao aumento da disponibilidade do amido no rimen permitindo
aos animais confinados melhor desempenho.

BIAGGIONI et al. (2009) demonstraram que o pH ideal da silagem deve estar
na faixa de 3,8 a 4,2. Com a finalidade de se obter a melhor qualidade da silagem
de grao umido deve-se manter temperatura interna de 20/30 °C, resultando em
menor producdo de acido acético. Ja na auséncia de pressao, 25 °C apresenta as
melhores condicdes em relacédo a qualidade final do produto, portanto, quando bem
manipulado resulta em aspectos positivos referentes a utilizacao dessa tecnologia.

Mesmo assim, com o preco da saca de milho oscilando todos os anos, todo
e qualquer produtor que tenha em sua propriedade a criagcao de animais em que 0
milho apare¢ga como um ingrediente importante da alimentagdo, deve-se conhecer
as vantagens da silagem de grdo Umido. E, talvez, uma das poucas praticas que
consegue reunir baixos custos com elevada qualidade nutricional ao longo do tempo
de armazenamento, e alta resposta animal (LOPES, 2015).

IGARASI et al. (2008) em experimento com bezerros machos inteiros F1
Red Angus x Nelore, em confinamento recebendo dieta total com silagem de gréao
umido de milho, como ingrediente energético principal, salientam esse tipo de
processamento ndo altera as caracteristicas fisico-quimicas de carcagas e maciez
de carne.

Do mesmo modo, reafirmando os resultados encontrados por HENRIQUE et
al. (2007) em que bovinos jovens submetidos a confinamento a base de silagem
do gréo umido se mostra mais vantajosa, pois melhora 9,7% a eficiéncia alimentar,
mas nao alterou as caracteristicas de composicao da carcagca, como encontra-se
na Tabela 2.

Dietas

Caracteristicas da carcaca
Si-MU Si-MS Ba-MU  Ba-MS

Peso da carcaga quente, kg 256,0 257,6 242,3 231,3
Rendimento de carcaca, % 56,88 57,63 55,57 54,69
Espessura de gordura, mm 7,83 8,36 7,28 5,57
Area de olho de lombo, cm? 62,90 64,52 60,09 61,03

Area de olho de lombo, cm®100 kg/carcaca 24,57 25,05 24,80 26,39
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Peso do figado, kg 6,21 5,73 5,83 5,20

Peso dos rins, kg 1,03 1,06 0,90 0,98

Gordura renal-pélvica-inguinal, kg 8,06 8,26 6,67 6,71

Tabela 2. Caracteristicas da carcaga dos animais em cada tratamento.

Si - silagem de milho, MU - milho umido, MS - milho seco, Ba - bagaco de cana-de-agucar.

Fonte: HENRIQUE et al. (2007)

SILVA et al. (2007) reportam que animais quando alimentados com dietas
constituidas a partir de grédos umidos de milho apresentam melhor eficiéncia
alimentar (0,160) em comparacéo a animais alimentados com milho moido (0,133),
em experimentacéo utilizando moagem e ensilagem de grédos umido de milho em
dietas para bovinos nelores confinados.

Ja CAETANO (2012) obteve resultando mais elevados trabalhando com o
efeito do processamento do milho e dos teores de fibra no desempenho de bovinos
nelore em terminacédo, quando utilizou silagem de grédo umido de milho obteve
maior eficiéncia alimentar no rendimento de carcaca, quando comparado com milho
moido fino, apresentando 0,145 vs. 0,130 respectivamente. Além dos resultados
de desemprenho de 13,9% superior em relacéo ao fornecimento de dietas de milho
seco moido fino com 0,172 vs. 0,151 kg/kg respectivamente.

De acordo com PASSINI et al. (2002), a silagem de grdao umido de milho
apresenta resultados satisfatorios quando adicionada em dietas de terminacdo em
bovinos jovens confinados, visto que n&o prejudica o desempenho animal, melhora
as caracteristicas de rendimento da carcaca e qualidade da carne, os niveis de 14%
de PB na fase inicial podem ser reduzidos para 11% na fase de terminacédo sem
prejudicar a carcaga ou a qualidade da carne.

PORTELLA e ALVES (2002) trabalhando com sistemas de producdao mais
especializados com engorda de novilhos para o abate precoce em condi¢des de
pastejo, no terco final exige alta suplementacao energética, que pode ser obtida
através da silagem de grado umido, tornando uma excelente alternativa para uso
permanente em ganho em peso e acabamento de carcacga, sobretudo consideraveis
reducdes no dispendio por quilo da suplementacado alimentar foram obitidos com a
adicao do grao umido de milho.

BIAGGIONI et al. (2009) reportam que o uso da silagem de grédo umido de milho
na alimentacao de bovinos, ha redu¢ao no consumo, pois 0 processamento (quebra
do grédo no processo de ensilagem) contribui para aumentar a disponibilidade e
digestibilidade do amido no gréao de milho, assim o animal consegue atender suas
necessidades de energia a partir de uma menor ingestao de graos expressando
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o mesmo desempenho animal. Entretanto observa-se ganhos significativos em
relacdo a melhoria da eficiéncia alimentar, cerca de 9 e 25%, obtendo resultando
ainda mais consistentes em relacdao a conversao alimentar.

Segundo GREGORIO (2014), para se obter a mesma digestibilidade na
suplementacdo de bovinos em confinamento é necesséario fornecer menos
quantidades quando se utiliza o grao umido de milho em comparagéo ao grao seco.
Ressaltando que a partir da utilizacédo dessa pratica a disgestibilidade se torna mais
eficiente e consequentemente aumento a converséo alimentar. A adogcao do gréao
umido também reduz os custo operacionais no confinamento, pois 0 grao umido
vai direto para o silo trincheira, dispensando a necessidade da secadora, assim,
cada tonelada sai por R$ 320,00, representando um investimento de 5 a 10% de
economia em relacéo a utilizacao do gréo seco.

LOPES (2015) é ainda mais otimista, quando diz que a silagem de grao umido
de milho é uma técnica que vem apresentando acentuado crescimento em quase
todas as regides produtoras de milho do Brasil, com acentuada reducao de custos
na alimentacdo de bovinos de corte que pode chegar de 20 a 30%, a partir de um
consumo médio de 2,5 kg de grao umido/cab/dia.

Assim como a utilizacdo do grdo umido de milho a possibilidade de utilizar
apenas um alimento e um concentrado para bovinos de corte, com redu¢céo nos
gastos com producdo de volumosos, mao-de-obra, infra-estrutura, entre outros;
ainda obter alta eficiéncia bioldégica comprovada, resultando em maior relagcao de
arrobas produzidas com menor consumo da dieta. Mas deve-se atentar as variagoes
na eficiéncia alimentar de acordo com a categoria animal utilizada, uma vez que a
eficiéncia de transformacgao do alimento consumido em ganho de peso decresce, a
medida que avanca a idade dos animais (SCHALCH JR et al., 2012).

Em niveis de 6-12% de volumoso, indicam que pode ser substituida com
sucesso em relacao a Fibra em Detergente Neutro (FDN) em dietas contendo 30%
de gréo umido de milho com base da Materia Seca (MS) em terminacéo de bovinos,
sem quaisquer efeitos prejudiciais sobre desempenho dos animais (BENTON et al.,
2007).

Tendo em vista que bovinos alimentados com silagem de grdo umido de milho
apresentam maior peso de rimen, quando comparado a alimentacéo de milho seco
moido fino (10,04 vs. 9,53 kg respectivamente) (CAETANO, 2012).

Do mesmo modo, HENRIQUE et al. (2007), observaram maior peso de figado
em bovinos alimentados com silagem de grao umido de milho quando comparado
ao fornecimento de milho moido seco fino.

Mesmo com riscos eminentes de desordens ruminais quando fornecido
elevadas concentragdes de amido, com o0 uso da silagem de gréao umido de milho h&
quatro vezes menos teor de amido fecal, quando comparado ao uso do milho seco
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moido com 2,96 vs. 13,22% na MS respectivamente, devido a maior facilidade do
grao em ser absorvido pelas bactérias ruminais, ou seja, ha melhor aproveitamento,
assim menores quantidades de grao imido chegam ate o intestino para ser digerido.
O pH fecal também se torna mais acido quando se utiliza o grdo umido em relagéo
ao milho gréo seco moido fino sugerindo também menor passagem de amido para
o intestino com 7,02 vs. 6,57, respectivamente (CAETANO, 2012).

Em relacdo a extensdo da digestdo do amido, PAULINHO et al. (2013)
compararam formas de processamento de amido, e salientaram que o milho inteiro
pode apresentar digestibilidade inferior pés-rumen, assim como o milho moido a
seco quanto as digestibilidades ruminal e total, ao contrario da floculacédo e da
silagem de grédo umido que apresentam os mais elevados indices de digestibilidade
ruminal, como identifica-se na Tabela 3.

Graos Tipos de processamento Rumen Pés-Rimen Total
Milho seco 68.3° 71.2° 92.5°

Milho Silagem de Grao umido 77.5% 87.2% 98.12
Floculado 83.9° 93.9% 99.12

Inteiro 78.1° 57.8° 90.8°

Tabela 3. Influéncia da forma de processamento sobre a extensao da digestdo de amido de
milho, em funcéo da quantidade de amido que atingiu cada compartimento (ramen, pés-rumen).

Fonte: Adaptado de Owens & Basalan (2013).

OWENS e BASALAN (2013) também trabalhando com relacdo da digestao
do amido em bovinos em confinamento, apresentam valores de 78.1, 57.8 e 90.8%
para digestibilidade ruminal, pés-ruminal e total, respectivamente, para o gréao de
milho fornecido inteiro, demonstrando a grande quantidade de milho que chega ao
intestino para ser absorvida, resultando em aumento na taxa de passagem e menor
absorcéo amido pelo animal.

Do mesmo modo BENTON et al. (2007), trabalhando com dietas a base de
mistura de milho laminado e grdo umido de milho ensilado a partir de diferentes
inclusdes de volumoso na dieta total contendo 0, 4 e 8% na MS, obtiveram resultados
de novilhas quando n&o alimentadas com volumoso procedendo em menor consumo
de matéria seca, menor ganho peso e menor ganho de peso vivo final, sobretudo
menor rendimento de carcaga e espessura de gordura subcutanea, demonstrando a
importancia e necessidade da utilizagédo do simultdnea do volumoso e concentrado.

Segundo PERDIGAO (2014), avaliando bovinos Nelore machos ndo castrados
confinados a partir dos efeitos da duracao de protocolos de adaptacao a racdes de
alto teor concentrado do qual era constituido por silagem de grdo umido de milho
sobre o comportamento ingestivo, desempenho, caracteristicas de carcaca e saude
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ruminal, identificaram que os animais que receberam alto teor de concentrado,
h& necessidade de protocolos gradativos na adaptacao, pelo melhor resultado no
comportamento ingestivo e maior ganho de peso diario, com duracédo de nove dias
em funcdo de apresentar menores lesées ruminais e menor atividade ploriferativa
do epitélio ruminal na terminacéo.

CAETANO (2012) analisando o efeito de quatro métodos de processamento
de milho (floculado, ensilagem de grdo umido, moagem e laminagéo a seco) com
duas inclusdes de bagaco de cana de aclUcar sendo constituidas de 12 a 20% de
MS da racao total, identificou maior ganho de peso, melhor valor da energia liquida
referente ao fornecimento do milho floculado e a ensilagem de grédo umido de milho,
apresentando também os melhores processamento para bovinos Nelore em estado
de terminacao.

Segundo RIZZO (2013), em estudo com o efeito do teor de fibra e do
processamento de grao umido ensilado e grao seco moido fino na qualidade e perfil
de acidos graxos da carne de bovinos Nelore de dois a trés anos de idade confinados,
identificaram que ndo houve efeito do processo de ensilagem do grdo umido de
milho ou dos diferentes niveis de fibra sobre a umidade, forca de cisalhamento, pH,
cor, maciez sensorial, suculéncia e sabor da carne. Entretanto, houve um aumento
no teor de lipidios na carne dos animais que receberam dietas de silagem de grao
umido de milho. Sobretudo, o aumento no teor de fibra insoluvel em detergente
neutro proveniente da forragem (FDNf) na dieta resultou em menor relacdo w6:w3
na carne, algo desejavel sob o ponto de vista da saude do consumidor.

Entretanto, antes da escolha da alimentacéo a ser oferecida no confinamento,
deve-se atentar ao tipo racial dos animais que serdo suplementados com
determinada dieta contendo alta inclusédo de concentrado, pois, geralmente animais
Bos Indicus apresentam desempenho inferior a bovinos cruzados ou Bos taurus,
assim, aumentar a degradabilidade do amido pode tornar-se uma media bastante
eficiente através da utilizagdo da silagem de grdo umido de milho, considerando que
essa pratica apresenta elevados indices de degradabilidade ruminal (MARCONDES
etal., 2011).

CAETANO (2012) avaliando a eficiéncia da energia metabolizavel da ensilagem
do grédo umido de milho em comparacéo com milho seco moido para bovinos Nelore
em fase de terminacéao, identificou que os animais quando alimentados com gréao
umido apresentaram eficiéncia da energia metabolizavel 17,9% superior ao gréo seco
moido, com 60,40 e 51,23 g PV/kg respectivamente, demostrando a superioridade
em fornecer energia aos animais a partir da silagem de grédo umido de milho.
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41 CONSIDERACOES FINAIS

A presente reviséo versa sobre a viabilidade da utilizag&o da silagem de grao
umido de milho, por se tratar de umas da poucas praticas que consegue reunir baixos
custos em relacéo a silagem de milho convencional, aliada a elevada qualidade
nutricional, sobretudo com alta resposta animal. Mesmo com as dificuldades de
processamento e cuidados no armazenamento, sendo esta uma etapa fundamental
na qualidade do produto a ser utilizado. Do mesmo modo, o produtor deve-se
considerar o processamento a ser empregado a fim de se obter a melhor viabilidade
em relacédo ao aproveitamento pelos animais, sempre com o objetivo de maximizar

a digestibilidade do amido, sendo esta a caracteristica de maior evidencia.
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